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64)  Verfahren  zur  Immobilisierung  von  biologischem  Material. 
(57)  Die  Erfindung  betrifft  Verfahren  zur  Immobilisierung  von 
biologischem  Material  durch  Einschluß  in  polymerisierte 
Verbindungen,  gegebenenfalls  in  Perlform,  das  nach  diesem 
Verfahren  erhältliche  immobilisierte  biologische  Material 
und  dessen  Verwendung  zu  Biotransformationen. 

Sie  betrifft  ebenfalls  Verfahren  zur  Immobilisierung  von 
Protaminobacter  rubrum  durch  Einschluß  in  polymerisierte 
Verbindungen,  das  nach  diesen  Verfahren  erhältliche  Präpar- 
at  und  dessen  Verwendung  zu  Herstellung  von  Isomaltulose 
aus  Sucrose. 
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Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   V e r f a h r e n   zu r   I m m o b i l i s i e r u n g  

von  b i o l o g i s c h e m   M a t e r i a l   d u r c h   E i n s c h l u ß   in   p o l y m e r i -  
s i e r t e   V e r b i n d u n g e n ,   g e g e b e n e n f a l l s   in   P e r l f o r m ,   d a s  

nach   d i e s e m   V e r f a h r e n   e r h ä l t l i c h e   i m m o b i l i s i e r t e   b i o -  

l o g i s c h e   M a t e r i a l   und  d e s s e n   V e r w e n d u n g   zu  B i o t r a n s f o r -  

m a t i o n e n .  

Die  I m m o b i l i s i e r u n g   von  B i o k a t a l y s a t o r e n   f ü h r t   in   d e r  

R e g e l   zu  v e r f a h r e n s t e c h n i s c h e n   und  w i r t s c h a f t l i c h e n  

V o r t e i l e n .   Es  l a s s e n   s i c h   c h e m i s c h e   und  p h y s i k a l i s c h e  

E i g e n s c h a f t e n ,   m a n c h m a l   auch   S e l e k t i v i t ä t   und  S p e z i f i -  

t ä t  d e s   B i o k a t a l y s a t o r s   d u r c h   d i e   I m m o b i l i s i e r u n g   m o d i -  

f i z i e r e n .  

Die  M e t h o d e n   z u r   I m m o b i l i s e r u n g   l a s s e n   s i c h   a l l g e m e i n  

in  f o l g e n d e   G r u p p e n   e i n t e i l e n  



-  A d s o r p t i o n   an  v o r g e f e r t i g t e   T r ä g e r  

-  K o v a l e n t e   B i n d u n g   an  T r ä g e r  

-  Q u e r v e r n e t z u n g  

-  E i n s c h l u ß   in   e i n e   P o l y m e r m a t r i x .  

Das  E i n s c h l u ß v e r f a h r e n   b e r u h t   d a r a u f ,   daß  das   B i o m a t e -  

r i a l   h i n s i c h t l i c h   s e i n e s   B e w e g u n g s r a u m e s   w ä h r e n d   d e r  

P o l y m e r i s a t i o n   in   e i n   N e t z w e r k   mehr   o d e r   m i n d e r   e i n -  

h e i t l i c h e r   M a s c h e n -   und  P o r e n w e i t e   e i n g e s c h l o s s e n   w i r d .  

D i e s e s   P o l y m e r n e t z w e r k   s o l l t e   f ü r   den  B i o k a t a l y s a t o r  

u n p a s s i e r b a r   s e i n ,   w ä h r e n d   es  dem  S u b s t r a t   und  dem  P r o -  

d u k t   e i n e r   an  d i e s e m   K a t a l y s a t o r   d u r c h g e f ü h r t e n   Um- 

s e t z u n g   p r a k t i s c h   k e i n e n   W i d e r s t a n d   b i e t e n   s o l l t e .  

H e r k ö m m l i c h e   V e r f a h r e n   v e r w e n d e n   n i e d e r m o l e k u l a r e ,   h y -  

d r o p h i l e   M o n o m e r e   zum  A u f b a u   des   N e t z w e r k e s ,   b e i s p i e l s -  

w e i s e   H y d r o x y e t h y l a c r y l a t ,   H y d r o x y e t h y l m e t h a c r y l a t ,  

H y d r o x y p r o p y l a c r y l a t ,   H y d r o x y p r o p y l m e t h a c r y l a t ,   A c r y l -  

amid  u . a . ,   d i e   m i t   d e r   w ä ß r i g e n   L ö s u n g   o d e r   D i s p e r s i o n  

des  B i o m a t e r i a l s   g e m i s c h t   und  a n s c h l i e ß e n d   p o l y m e r i -  

s i e r t   w e r d e n .  

Zum  B e i s p i e l   w e r d e n   in  d e r   US-PS  3  788  950  m o n o f u n k t i o -  

n e l l e   A c r y l s ä u r e d e r i v a t e   wie  A c r y l a m i d   m i t   e i n e r   g e r i n -  

gen  Menge  an  V e r n e t z e r   wie  N , N - M e t h y l e n b i s a c r y l a m i d   v e r -  

w e n d e t .   In  d e r   US-PS  3  859  169  w e r d e n   z . B .   M o n o e s t e r  

de r   A c r y l s ä u r e   m i t   G l y k o l e n   in  V e r b i n d u n g   m i t   e i nem  V e r -  



n e t z e r   und  e i n e m   l ö s l i c h e n   P o l y m e r   v e r w e n d e t .   Die  U S - P S  

3  860  490  b e s c h r e i b t   den  E i n s a t z   n i e d e r m o l e k u l a r e r   H y -  

d r o x y a l k y l - a c r y l a t e   und  - m e t h a c r y l a t e   zu r   B i l d u n g   d e s  

P o l y m e r n e t z w e r k e s .  

Bei   f a s t   a l l e n   V e r f a h r e n   t r e t e n   j e d o c h   S c h w i e r i g k e i t e n  
b e i   d e r   S t e u e r u n g   und  R e p r o d u z i e r b a r k e i t   d e r   P e r m e a b i l i -  

t ä t e n   f ü r   das   b i o l o g i s c h e   M a t e r i a l  s o w i e   f ü r   d e s s e n  

S u b s t r a t e   und  P r o d u k t e   a u f .   Für  e i n e   E i g n u n g   a l s   I m m o -  

b i l i s i e r u n g s m a t e r i a l   s i n d   d i e s e   G r ö ß e n   j e d o c h   e s s e n t i e l l .  

A u ß e r d e m   i s t   d i e   V e r w e n d u n g   n i e d e r m o l e k u l a r e r   A c r y l s ä u r e -  

d e r i v a t e   wegen   i h r e r   T o x i z i t ä t   n a c h t e i l i g .   Es  kann  w ä h -  

r e n d   d e r   P o l y m e r i s a t i o n   zu  e i n e r   S c h ä d i g u n g   des  B i o k a t a -  

l y s a t o r s   kommen,   o d e r   im  P o l y m e r i s a t   b e f i n d l i c h e   R e s t -  

monomere   s c h r ä n k t e n   d i e   V e r w e n d u n g   des   i m m o b i l i s i e r t e n  

B i o k a t a l y s a t o r s   z u r   H e r s t e l l u n g   von  P r o d u k t e n   f ü r   d i e  

N a h r u n g s m i t t e l i n d u s t r i e   o d e r   f ü r   d i e   p h a r m a z e u t i s c h e  

I n d u s t r i e   s t a r k   e i n .  

Bei   f a s t   a l l e n   d i e s e n   V e r f a h r e n   k ö n n e n   j e d o c h   nu r   d u r c h  

ä u ß e r e   F o r m g e b u n g   M a t e r i a l i e n   wie  F i l m e ,   F o l i e n ,   G u ß -  

t e i l e   u . a .   e r h a l t e n   w e r d e n .   Zur  V e r w e n d u n g   d i e s e r   Ma-  

t e r i a l i e n   i s t   o f t m a l s   e i n   n a c h t r ä g l i c h e s  B e a r b e i t e n  

n o t w e n d i g ,   w o m i t   s i c h   j e d o c h   d i e   f ü r   K a t a l y s a t o r e n  

g ü n s t i g e   K u g e l f o r m   kaum  e r r e i c h e n   l ä ß t .  

Die  US-PS  3  860  490  e r w ä h n t   d i e   M ö g l i c h k e i t   d e r   H e r -  

s t e l l u n g   von  P e r l e n   d u r c h   S u s p e n s i o n s p o l y m e r i s a t i o n   i n  

e i n e m   i n e r t e n   Medium,   j e d o c h   d u r c h   d i e   V e r w e n d u n g  n i e -  

d e r m o l e k u l a r e r   H y d r o x y - a l k y l a c r y l a t e   und  - m e t h a c r y l a t e  



b e s t e h e n   b e i   d i e s e n   V e r f a h r e n   d i e   g l e i c h e n   N a c h t e i l e  

und  S c h w i e r i g k e i t e n   d i e   oben   e r w ä h n t   w u r d e n .  

Es  w u r d e   nun  e i n   V e r f a h r e n   z u r   I m m o b i l i s i e r u n g   von  b i o -  

l o g i s c h e m   M a t e r i a l   d u r c h   E i n s c h l u ß   in   p o l y m e r i s i e r b a r e  

V e r b i n d u n g e n   g e f u n d e n ,   das   im  w e s e n t l i c h e n   d a r i n   b e -  

s t e h t ,   g u t   w a s s e r l ö s l i c h e   h ö h e r m o l e k u l a r e   p o l y m e r i s i e r -  

b a r e   V e r b i n d u n g e n   a l s   p o l y m e r i s i e r b a r e s   M a t e r i a l   z u  

v e r w e n d e n ,   d a s   zwe i   o d e r   mehr   p o l y m e r i s i e r b a r e   f u n k t i o -  

n e l l e  G r u p p e n   p r o   M o l e k ü l   und  e i n   M o l e k u l a r g e w i c h t   ü b e r  

400  b e s i t z t .  

Die   E r f i n d u n g   b e t r i f f t   d e m n a c h   e i n   V e r f a h r e n   zur   I m m o -  

b i l i s i e r u n g   von  b i o l o g i s c h e m   M a t e r i a l   d u r c h   E i n s c h l u ß  

in   p o l y m e r i s i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n ,   das   d a d u r c h   g e k e n n -  
z e i c h n e t   i s t ,   daß   w ä ß r i g e   L ö s u n g e n   o d e r   D i s p e r s i o n e n  

des   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   m i t   e i n e r   w ä ß r i g e n   L ö s u n g  

von  g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n ,   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   p o l y m e r i -  

s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   z w e i   o d e r   mehr   p o l y m e r i -  

s i e r b a r e   f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n   p r o   M o l e k ü l   und  e i n   M o l e -  

k u l a r g e w i c h t   ü b e r   400  b e s i t z e n ,   g e m i s c h t   w e r d e n   u n d  

d i e   M i s c h u n g   p o l y m e r i s i e r t   w i r d .  

D u r c h   d i e   V e r w e n d u n g   d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß   v e r w e n d e t e n  

h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   b e v o r z u g t   z w e i   o d e r   m e h r ,   u n g e s ä t -  

t i g t e   G r u p p e n   e n t h a l t e n d e n ,   h ä r t b a r e n ,   w a s s e r l ö s l i c h e n  

V e r b i n d u n g e n   l ä ß t   s i c h   e i n e   b e s s e r e   S t e u e r u n g   und  R e p r o -  

d u z i e r b a r k e i t   d e r   P e r m e a b i l i t ä t e n   e r r e i c h e n ,   da  s i c h   d i e -  

se  E i g e n s c h a f t e n   im  w e s e n t l i c h e n   d u r c h   d i e   h ö h e r m o l e k u -  

l a r e n ,   w a s s e r l ö s l i c h e n   V e r b i n d u n g e n   e r g e b e n .   A u ß e r d e m  

b e s t e h t   d u r c h   d i e   V e r w e n d u n g   von  i n s b e s o n d e r e   h ö h e r m o l e -  



k u l a r e n   V e r b i n d u n g e n   k e i n   T o x i z i t ä t s p r o b l e m .   N i e d e r m o l e -  

k u l a r e   t o x i s c h e   V e r u n r e i n i g u n g e n   k ö n n e n   a u ß e r d e m   vor   dem 

M i s c h e n   mi t   dem  b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l   e n t f e r n t   w e r d e n .  

D e s w e i t e r e n   wurde   g e f u n d e n ,   daß  d i e   g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n  

e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   V e r b i n d u n g e n   z u n ä c h s t   in   e i n e r   g e w i s -  

s e n   Menge  W a s s e r ,   P u f f e r l ö s u n g ,   S a l z l ö s u n g   und  ä h n l i c h e m  

a u f g e l ö s t   w e r d e n   k ö n n e n ,   womi t   d i e s e   P o l y m e r l ö s u n g   d e r  

w ä ß r i g e n   Lösung   o d e r   D i s p e r s i o n   d e s   b i o l o g i s c h e n   M a t e -  

r i a l s   h i n s i c h t l i c h   b e s t i m m t e r   E i g e n s c h a f t e n   wie  p H - W e r t ,  

S a l z k o n z e n t r a t i o n ,   V i s k o s i t ä t   u . a .   a n g e p a ß t   w e r d e n   k a n n .  

A n s c h l i e ß e n d   w e r d e n   b e i d e   L ö s u n g e n   bzw.   d i e   w ä ß r i g e   P o l y -  

m e r l ö s u n g   und  d i e   Z e l l d i s p e r s i o n   g e m i s c h t   und  p o l y m e r i -  

s i e r t .   D i e s e s   V e r f a h r e n   b e s i t z t   b e s o n d e r s   V o r t e i l e   f ü r  

e m p f i n d l i c h e   B i o k a t a l y s a t o r e n ,   d i e   d a d u r c h   k e i n e n   a b r u p -  

t e n   Ä n d e r u n g e n   des   u m g e b e n d e n   M e d i u m s  a u s g e s e t z t   w e r d e n ,  

w o d u r c h   e i n e   A k t i v i t ä t s e i n b u ß e   b e i   d e r   H e r s t e l l u n g   d e r  

p o l y m e r i s i e r b a r e n   M i s c h u n g   w e i t g e h e n d   v e r m i e d e n   w i r d .  

E in   w e i t e r e r   V o r t e i l   d e r   v o r l i e g e n d e n   E r f i n d u n g   i s t  

d i e   m i t   de r   g u t e n   W a s s e r l ö s l i c h k e i t   e i n h e r g e h e n d e   g r o ß e  

A u f n a h m e k a p a z i t ä t   des  P o l y m e r e n   f ü r   w ä ß r i g e   L ö s u n g e n  

und  S u s p e n s i o n e n .   Es  s i n d   G e w i c h t s v e r h ä l t n i s s e   von  w ä ß -  

r i g e m   b i o l o g i s c h e m   M a t e r i a l   zum  P o l y m e r   z w i s c h e n   1 : 1  

und  30 :1   m ö g l i c h ,   b e s o n d e r s   g e e i g n e t   s i n d   V e r h ä l t n i s s e  

z w i s c h e n   4:1  und  2 0 : 1 .  

D u r c h   den  m ö g l i c h e n   g r o ß e n   W a s s e r g e h a l t   des   i m m o b i l i -  

s i e r t e n   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   v o r   und  n a c h   d e r   P o l y -  

m e r i s a t i o n   b e f i n d e n   s i c h   d i e   B i o m a t e r i a l i e n   in  e i n e r  



b e s o n d e r s   g e e i g n e t e n ,   s c h o n e n d e n   Umgebung ,   w o d u r c h   d i e  

A k t i v i t ä t   s t a b i l   g e h a l t e n   w e r d e n   kann   und  w o d u r c h   z u -  
s ä t z l i c h   d e r   S u b s t r a t -   und  P r o d u k t f l u ß   b e g ü n s t i g t   s i n d .  

D u r c h   V a r i a t i o n   d e r   S t r u k t u r   und  des   M o l e k u l a r g e w i c h t s  

d e r   p o l y m e r i s i e r b a r e n ,   g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n ,   h ö h e r m o l e -  

k u l a r e n   V e r b i n d u n g e n   s i n d   d i e   E i g e n s c h a f t e n   des  p o l y m e -  

r e n   N e t z w e r k e s   in   w e i t e m   Maße  v a r i a t i o n s f ä h i g .   D a d u r c h  

l a s s e n   s i c h   d i e   V e r n e t z u n g s d i c h t e ,   d i e   P e r m e a b i l i t ä t ,  

das   Q u e l l v e r h a l t e n   und  w e i t e r e   E i g e n s c h a f t e n   o p t i m i e r e n ,  

um  den  A n f o r d e r u n g e n   des   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   zu  e n t -  

s p r e c h e n .  

Das  i m m o b i l i s i e r t e   B i o m a t e r i a l   kann   w ä h r e n d   d e r   P o l y -  
m e r i s a t i o n   d u r c h   F o r m g e b u n g   n a h e z u   b e l i e b i g e   G e s t a l t  

a n n e h m e n .   Es  s i n d   F o l i e n ,   F i l m e ,   F o r m t e i l e   usw.  d a r -  

s t e l l b a r .   W e i t e r h i n   k ö n n e n   d u r c h   E i n b a u   von  S t ü t z g e -  

weben   d i e   m e c h a n i s c h e n   E i g e n s c h a f t e n   m o d i f i z i e r t   w e r -  

d e n .   E b e n s o   s i n d   B e s c h i c h t u n g e n   von  E l e k t r o d e n ,   Mem- 

b r a n e n ,   o d e r   a n d e r e n   M a t e r i a l i e n   d u r c h f ü h r b a r .  

W e i t e r h i n   wurde   e i n   V e r f a h r e n   zur   H e r s t e l l u n g   von  i m m o b i -  

l i s i e r t e m   b i o l o g i s c h e m   M a t e r i a l   d u r c h   E i n s c h l u ß   in  p o l y -  

m e r i s i e r t e   V e r b i n d u n g e n   g e f u n d e n ,   da3  l a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t   i s t ,   daß  e i n e   w ä ß r i g e   L ö s u n   oder   D i s p e r s i o n  

e i n e   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   m i t   e i n e   w ä ß r i g e n   L ö s u n g  

von  g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n   h ö h e r m o l e k u  e n   p o l y m e r i s i e r -  

b a r e n   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   zwe i   o d e r   m e   p o l y m e r i s i e r b a r e  

f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n   p r o   M o l e k ü l   und  M o l e k u l a r g e w i c h t  

von  ü b e r   400  b e s i t z e n ,   g e m i s c h t   wir   and  d i e s e   M i s c h u n g  

in  e i n e m   i n e r t e n   f l ü s s i g e n   Medium  zu  P e r l e n   z e r t e i l t   u n d  

p o l y m e r i s i e r t   w i r d .   Als   I n e r t p h a s e   d a n e n   i n s b e s o n d e r e  

m i t   W a s s e r   n i c h t   m i s c h b a r e   S t o f f e  w   e  z . B .   a l i p h a t i s c h e ,  



c y c l o a l i p h a t i s c h e   und  a r o m a t i s c h e   K o h l e n w a s s e r s t o f f e   w i e  

z . B .   Hexan ,   C y c l o h e x a n ,   T o l u o l   s o w i e   auch   h a l o g e n i e r t e  

D e r i v a t e   d e r s e l b e n ,   des  w e i t e r e n   A l k o h o l e ,   E t h e r ,   E s t e r  

o d e r   s o n s t i g e ,   n i c h t   w a s s e r m i s c h b a r e   S t o f f e   wie  a u c h  

S i l i c o n ö l e   und  P a r a f f i n ö l e   d i e n e n ,   bzw.  auch   G e m i s c h e  

d e r s e l b e n   u n t e r e i n a n d e r .  

Die  d u r c h   d i e s e s   V e r f a h r e n   m ö g l i c h e   H e r s t e l l u n g   von  B i o -  

k a t a l y s a t o r e n   in   P e r l f o r m   b e s i t z t   b e s o n d e r e   V o r t e i l e   b e i  

de r   V e r w e n d u n g   des  i m m o b i l i s i e r t e n   B i o m a t e r i a l s .   E i n e r -  

s e i t s   e i g n e t   s i c h   d i e   K u g e l f o r m   b e s o n d e r s   zur   F ü l l u n g  

von  S ä u l e n r e a k t o r e n ,   w o b e i   e i n e   g u t e   D u r c h s t r ö m u n g   g e -  
w ä h r l e i s t e t   i s t ,   V e r s t o p f u n g e n   v e r m i e d e n   w e r d e n   k ö n n e n  

und  g l e i c h z e i t i g   d u r c h   d i e   g r o ß e   O b e r f l ä c h e   e i n e   g u t e  

R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t   f ü r   d i e   U m s e t z u n g   am  B i o k a t a l y -  

s a t o r   r e s u l t i e r t .   Auch  in  s t r ö m e n d e n   S y s t e m e n   i s t   d i e  

K u g e l f o r m   auf   Grund   de r   h y d r o d y n a m i s c h e n   E i g e n s c h a f t e n  

b e s o n d e r s   g e e i g n e t .  

F e r n e r   s t e l l t   das  v o r l i e g e n d e   V e r f a h r e n   e i n e   V e r e i n -  

f a c h u n g   und  V e r b e s s e r u n g   de r   b i s h e r i g e n   V e r f a h r e n   d a r .  

Die  K u g e l f o r m   w i r d   d i r e k t   b e i   d e r   P o l y m e r i s a t i o n   e r h a l -  

t e n   und  i s t   d u r c h   d i e   V e r f a h r e n s b e d i n g u n g e n   gu t   s t e u e r -  

b a r .  

Zum  B e i s p i e l   kann   d i e   P o l y m e r i s a t i o n   in   Form  e i n e r  D i s -  

p e r s i o n   des   noch   n i c h t   p o l y m e r i s i e r t e n   b i o l o g i s c h e n   M a -  

t e r i a l s   in  e i n e m   i n e r t e n ,   f l ü s s i g e n   Medium  wie  z..B.  a l i -  

p h a t i s c h e n ,   c y c l o a l i p h a t i s c h e n   und  a r o m a t i s c h e n   K o h l e n -  

w a s s e r s t o f f e n ,   f u n k t i o n e l l e n   D e r i v a t e n   d e r s e l b e n  o d e r  

auch  S i l i c o n ö l e n ,   P a r a f f i n ö l e n ,   d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n ,   w o -  



b e i   in  A b h ä n g i g k e i t   von  d e r   V e r t e i l u n g ,   d i e   d u r c h   R ü h r e n ,  
E i n l e i t e n   von  I n e r t g a s ,   z . B .   S t i c k s t o f f ,   o d e r   s o n s t i g e s  

Z u d o s i e r e n   d e r   w ä ß r i g e n   P h a s e ,   z . B .   d u r c h   E i n p u m p e n   o d e r  

E i n s p r ü h e n   in   d i e   i n e r t e   P h a s e   e r r e i c h t   w e r d e n   k a n n ,   d i e  

Größe   d e r   P e r l e n   s e h r   v a r i a b e l   i s t .   W e i t e r h i n   kann  d u r c h  

Z u s ä t z e   zu r   W a s s e r -   o d e r   I n e r t p h a s e   d e r e n   V i s k o s i t ä t ,  

D i c h t e ,   O b e r f l ä c h e n s p a n n u n g   usw.  v e r ä n d e r t   w e r d e n ,   w a s  

e b e n f a l l s   den  P e r l d u r c h m e s s e r   b e e i n f l u ß t .  

Es  s i n d   au f   d i e s e   W e i s e   m i t t l e r e   P e r l d u r c h m e s s e r   v o n  

0 , 0 5   mm  b i s   5  mm  m ö g l i c h ,   w o b e i   P e r l e n   g r ö ß e r e n   D u r c h -  

m e s s e r ,   z . B .   g r ö ß e r   2  mm,  d e r   g e w ü n s c h t e n   R e a k t i o n   e i n e n  

h o h e n   D i f f u s i o n s w i d e r s t a n d   e n t g e g e n s e t z e n .   V o r t e i l h a f t  

s i n d   b e s o n d e r s   P e r l e n   e i n e s   m i t t l e r e n   D u r c h m e s s e r s   v o n  

0 ,2   mm  b i s   2  mm. 

Neben  d e r   E i n f a c h h e i t   d e r   H e r s t e l l u n g   d e r   P e r l e n   e r g e -  
ben  s i c h   V o r t e i l e   f ü r   d i e   I m m o b i l i s i e r u n g   h i n s i c h t l i c h  

d e r   H a n d h a b u n g   u n t e r   S t e r i l b e d i n g u n g e n   des   B i o m a t e r i -  

a l s ,   da  das   V e r f a h r e n   vom  M i s c h e n   b i s   zum  f e r t i g e n  

i m m o b i l i s i e r t e n   M a t e r i a l   in   e i n e m   g e s c h l o s s e n e n   S y s t e m  

d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n   k a n n .   Das  i m m o b i l i s i e r t e   B i o -  

m a t e r i a l   k a n n   a n s c h l i e ß e n d   l e i c h t   d u r c h   F i l t r a t i o n   g e -  

wonnen   w e r d e n .   Es  i s t   j e d o c h   auch   m ö g l i c h ,   d i e   g e s a m t e  

M i s c h u n g   u n t e r  0 ° C   a b z u k ü h l e n ,   um  das   M a t e r i a l   d a d u r c h  

l ä n g e r e   Z e i t   l a g e r n   zu  k ö n n e n .   Das  A b k ü h l e n   kann  a u c h  

ü b e r   den  E r s t a r r u n g s p u n k t   des  ä u ß e r e n   Mediums  h i n a u s  

d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n ,   w o b e i   d e s s e n   E r s t a r r u n g s p u n k t  

e b e n f a l l s   d u r c h   Z u s ä t z e   o d e r   B e i m e n g e n   von  a n d e r e n  

S t o f f e n   e r n i e d r i g t   w e r d e n   k a n n .  



Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   auch   e i n   V e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l -  

lung   von  i m m o b i l i s i e r t e m   b i o l o g i s c h e m   M a t e r i a l   d u r c h  

E i n s c h l u ß   in  p o l y m e r i s i e r t e   V e r b i n d u n g e n ,   d a d u r c h   g e -  

k e n n z e i c h n e t ,   daß  e i n e   w ä ß r i g e   P h a s e ,   d i e   s o w o h l   d a s  

b i o l o g i s c h e   M a t e r i a l   a l s   auch   h ö h e r m o l e k u l a r e ,   p o l y -  

m e r i s i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n   e n t h ä l t ,   in  e i n e r   z w e i t e n ,  

n i c h t w ä ß r i g e n   I n e r t p h a s e   zu  P e r l e n   d i s p e r g i e r t   und  d i e s e  

p e r l f ö r m i g e   W a s s e r p h a s e   p o l y m e r i s i e r t   w i r d .  

Ein   s o l c h e s   V e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l l u n g   von  i m m o b i l i s i e r -  

tem  b i o l o g i s c h e m   M a t e r i a l   d u r c h   E i n s c h l u ß   in  p o l y m e r i -  

s i e r t e   V e r b i n d u n g e n ,   i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

e i n e   w ä ß r i g e   Lösung   o d e r   D i s p e r s i o n   e i n e s   b i o l o g i s c h e n  

M a t e r i a l s   mi t   e i n e r   w ä ß r i g e n   L ö s u n g   von  g u t   w a s s e r l ö s -  

l i c h e n ,   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n ,  

d i e   zwe i   o d e r   mehr  p o l y m e r i s i e r b a r e   f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n  

p r o   M o l e k ü l   und  e i n   M o l e k u l a r g e w i c h t   von  ü b e r   400  b e -  

s i t z e n ,   g e m i s c h t   w i r d   und  d i e s e   M i s c h u n g   in  e i n e m   f l ü s -  

s i g e n   i n e r t e n   Medium  zu  P e r l e n   z e r t e i l t   und  p o l y m e r i s i e r t  

w i r d .  

Als  i n e r t e s   Medium  k ö n n e n   i n s b e s o n d e r e   m i t   W a s s e r   n i c h t  

m i s c h b a r e   S t o f f e   wie  a l i p h a t i s c h e ,   c y c l o a l i p h a t i s c h e   u n d  

a r o m a t i s c h e   K o h l e n w a s s e r s t o f f e   s o w i e   D e r i v a t e   d e r s e l b e n ,  

S i l i c o n ö l e ,   P a r a f f i n ö l e   bzw.   auch   G e m i s c h e   d e r s e l b e n  

u n t e r e i n a n d e r ,   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

Das  G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   W a s s e r p h a s e   zu  I n e r t p h a s e   s o l l t e  

z w i s c h e n   1 :1   und  1 : 2 0   l i e g e n .  



Die  Z e r t e i l u n g   d e r   w ä ß r i g e n   P h a s e   zu  P e r l e n   k a n n   d u r c h  

R ü h r e n  u n d / o d e r   d u r c h . D u r c h l e i t e n   von  I n e r t g a s   o d e r  

d u r c h   E i n s p r ü h e n   d e r   w ä ß r i g e n   P h a s e   in   d i e   I n e r t p h a s e  

e r f o l g e n .  

Die  P o l y m e r i s a t i o n   d u r c h   B e s t r a h l u n g   m i t   a k t i n i s c h e m  

L i c h t   k a n n   u n t e r   Z u s a t z   von  in   d e r   I n e r t p h a s e   s c h l e c h t -  

l ö s l i c h e n   o d e r  u n l ö s l i c h e n   P h o t o s e n s i b i l i s a t o r e n   e r f o l -  

g e n .  

Zur  I m m o b i l i s i e r u n g   w e r d e n   w a s s e r l ö s l i c h e ,   h ö h e r m o l e -  

k u l a r e ,   p o l y m e r i s i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   zwei   o d e r  

mehr   p o l y m e r i s i e r b a r e   f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n   p r o   M o l e k ü l  

u n d  e i n   M o l e k u l a r g e w i c h t   von   ü b e r   400,   i n s b e s o n d e r e  

z w i s c h e n   1 . 0 0 0   u n d  1 0 . 0 0 0 ,   b e s i t z e n ,   i n s b e s o n d e r e   V e r -  

b i n d u n g e n   m i t   e t h y l e n i s c h   u n g e s ä t t i g t e n   G r u p p e n ,   v e r -  

w e n d e t .  

I h r e m   A u f b a u   n a c h   l a s s e n   s i e   s i c h   a l s   V e r b i n d u n g e n   b e -  

s c h r e i b e n ,   d i e  a u s   d e r   R e a k t i o n   von  h ö h e r m o l e k u l a r e n ,  

h y d r o p h i l e n   V e r b i n d u n g e n   m i t   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   p o l y m e r i -  

s i e r b a r e   e t h y l e n i s c h   u n g e s ä t t i g t e   G r u p p e n   e n t h a l t e n ,   e n t -  

s t e h e n .   B e i d e  R e a k t i o n s p a r t n e r   m ü s s e n   d a b e i   f u n k t i o n e l l e  

G r u p p e n   e n t h a l t e n ,   d i e   e r l a u b e n ,   s i e   c h e m i s c h   m i t -   o d e r  

u n t e r e i n a n d e r   zu  v e r k n ü p f e n   bzw.  m i t   H i l f e   von  d i -   o d e r  

m e h r f u n k t i o n e l l e n   R e a g e n t i e n   m i t -   o d e r   u n t e r e i n a n d e r   z u  

v e r k n ü p f e n .  

B e i s p i e l s w e i s e   s i n d   s o l c h e   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   h y d r o p h i -  
l e n   V e r b i n d u n g e n   P o l y e t h y l e n g l y c o l e ,   E t h y l e n o x i d - P r o -  

p y l e n o x i d - B l o c k -   und  M i s c h p o l y m e r i s a t e ,   a l k o x y l i e r t e ,  



b e s o n d e r s   e t h o x y l i e r t e   z w e i -   o d e r   m e h r w e r t i g e   A l k o h o l e  

s o w i e   gu t   w a s s e r l ö s l i c h e   P o l y m e r i s a t e ,   z.  B.  ganz   o d e r  

t e i l w e i s e   v e r s e i f t e   P o l y v i n y l a c e t a t e ,   gu t   w a s s e r l ö s -  

l i c h e   P o l y k o n d e n s a t e   wie  z.  B.  P o l y e s t e r ,   h e r g e s t e l l t  

aus  o b i g e n   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   h y d r o p h i l e n   V e r b i n d u n g e n  

mi t   Di-   bzw.  P o l y c a r b o n s ä u r e n   und  g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n  

P o l y a d d i t i o n s v e r b i n d u n g e n   wie  z.  B.  P o l y e t h e r p o l y u r e -  

t h a n e ,   h e r g e s t e l l t   aus  o b i g e n   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   h y d r o -  

p h i l e n   V e r b i n d u n g e n   mi t   Di -   bzw.  P o l y i s o c y a n a t e n .  

F e r n e r   k ö n n e n   d i e   in  den  o b i g e n   g e n a n n t e n   h ö h e r m o l e k ü l a -  

r e n ,   h y d r o p h i l e n   V e r b i n d u n g e n   e n t h a l t e n e n   H y d r o x y l g r u p -  

pen  ganz  o d e r   t e i l w e i s e   n a c h   ü b l i c h e n   V e r f a h r e n ,   wie  z .  

B.  U m s e t z u n g   m i t   Ammoniak ,   in   A m i n o g r u p p e n   u m g e w a n d e l t  

s e i n .  

Als  V e r b i n d u n g e n   m i t   p o l y m e r i s i e r b a r e n ,   e t h y l e n i s c h   u n -  

g e s ä t t i g t e n   G r u p p e n   s i n d   z.  B.  g e e i g n e t :   u n g e s ä t t i g t e  

C a r b o n s ä u r e n ,   S ä u r e c h l o r i d e ,   D i c a r b o n s ä u r e n ,   S ä u r e a n h y -  

d r i d e   o d e r   f u n k t i o n e l l e   D e r i v a t e   d e r s e l b e n .  

B e v o r z u g t   s i n d   A c r y l s ä u r e ,   M e t h a c r y l s ä u r e ;   C r o t o r i s ä u r e ,  

A c r y l s ä u r e c h l o r i d ,   M e t h a c r y l s ä u r e c h l o r i d ,   I t a c o h s ä u r e ,  

F u m a r s ä u r e ,   M a l e i n s ä u r e ,   M a l e i n s ä u r e a n h y d r i d ,   I t a c d n -  

s ä u r e a n h y d r i d ,   G l y c i d y l a c r y l a t ,   G l y c i d y l m e t h a c r y l a t ,   H y -  

d r o x y e t h y l a c r y l a t ,   H y d r o x y p r o p y l a c r y l a t ,  H y d r ö x y e t h y l -  

m e t h a c r y l a t ,   H y d r o x y p r o p y l m e t h a c r y l a t ,   I s o c y a n a t o e t h y l -  

a c r y l a t ,   I s o c y a n a t o e t h y l m e t h a c r y l a t ,   4 - I s o c y a n a t o - 3 -  

m e t h y l - b u t - 2 - y l a c r y l a t .  



Die   V e r k n ü p f u n g   d e r   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   h y d r o p h i l e n   V e r -  

b i n d u n g e n   m i t   den  p o l y m e r i s i e r b a r e n ,   e t h y l e n i s c h   u n g e -  
s ä t t i g t e n   V e r b i n d u n g e n   i s t   s o m i t   u n t e r s c h i e d l i c h s t e r  

N a t u r ,   b e i s p i e l s w e i s e   e r g e b e n   s i c h   E s t e r - ,   E t h e r - ,   U r e -  

t h a n - ,   A m i d - ,   Amin-   und  H a r n s t o f f b i n d u n g e n .   Die  H e r -  

s t e l l u n g   d e r   V e r k n ü p f u n g   k a n n   d a b e i   n a c h   l i t e r a t u r b e k a n n -  

t e n   V e r f a h r e n   e r f o l g e n ,   d.  h.   b e i s p i e l s w e i s e   d u r c h   Um- 

s e t z u n g   d e r   H y d r o x y l -   o d e r   A m i n o g r u p p e n   m i t   S ä u r e n ,  

S ä u r e h a l o g e n i d e n   o d e r   S ä u r e a n h y d r i d e n   zu  den  e n t s p r e -  
c h e n d e n   E s t e r n   o d e r   A m i d e n ,   m i t   E p o x i d e n   zu  den  e n t -  

s p r e c h e n d e n   E t h e r n   o d e r   Aminen   o d e r   m i t   I s o c y a n a t e n  

zu  d e n   e n t s p r e c h e n d e n   U r e t h a n e n   o d e r   H a r n s t o f f e n .  

F e r n e r   k a n n   n e b e n   d e r   d i r e k t e n   V e r k n ü p f u n g   d e r   h ö h e r -  

m o l e k u l a r e n ,   h y d r o p h i l e n   V e r b i n d u n g e n   m i t   den  V e r b i n -  

d u n g e n ,   d i e   d i e   e t h y l e n i s c h   u n g e s ä t t i g t e n   G r u p p e n   e n t -  

h a l t e n ,   d i e   V e r k n ü p f u n g   a u c h   m i t t e l s   b i -   o d e r   m e h r f u n k -  

t i o n e l l e r   R e a g e n t i e n   e r f o l g e n .  

B e i s p i e l e   s o l c h e r   b i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e r   R e a g e n t i e n  

s i n d  d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e   I s o c y a n a t e   wie  I s o p h o r o n -  

d i i s o c y a n a t ,   T o l u y l e h d i i s o c y a n a t ,   H e x a m e t h y l e n d i i s o c y a n a t ,  

B i u r e t g r u p p e n h a l t i g e   P o l y i s o c y a n a t e   (z .   B.  D e s m o d u r   N, 

U m s e t z u n g s p r o d u k t   von   H e x a m e t h y l e n d i i s o c y a n a t   mi t   W a s -  

s e r ) ,   P o l y i s o c y a n a t e ,   d i e   aus   d e r   U m s e t z u n g   von  D i i s o -  

c y a n a t e n   m i t   m e h r w e r t i g e n   A l k o h o l e n   e n t s t e h e n   (z.  B .  

D e s m o d u r   L,  U m s e t z u n g s p r o d u k t   von  T o l u y l e n d i i s o c y a n a t  

m i t   T r i m e t h y l o l p r o p a n )   s o w i e   D i -   o d e r   P o l y e p o x i d e   w i e  

z.  B.  B i s p h e n o l - A - d i g y l c i d y l e t h e r   o d e r   H e x a h y d r o p h t h a l -  

s ä u r e d i g l y c i d y l e s t e r .   Die  V e r k n ü p f u n g   d i e s e r   R e a g e n t i e n  

e r f o l g t   d a b e i   z.  B.  m i t   den  H y d r o x y l g r u p p e n   d e r   h ö h e r -  



m o l e k u l a r e n ,   h y d r o p h i l e n   V e r b i n d u n g   und  h y d r o x y l g r u p p e n -  

h a l t i g e n   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   p o l y m e r i s i e r b a r e ,   e t h y l e n i s c h  

u n g e s ä t t i g t e   G r u p p e n   e n t h a l t e n ,   u n t e r   U r e t h a n -   b z w .  

E t h e r b i l d u n g .  

Zur  H e r s t e l l u n g   d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   V e r b i n d u n g e n   k ö n -  

nen  d i e   v e r s c h i e d e n e n   V e r k n ü p f u n g s p r i n z i p i e n   auch   u n t e r -  

e i n a n d e r   k o m b i n i e r t   w e r d e n .  

Ar t   und  A n t e i l   d e r   h y d r o p h i l e n ,   h ö h e r m o l e k u l a r e n   V e r b i n -  

d u n g e n ,   d e r   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   d i e   e t h y l e n i s c h   u n g e s ä t t i g -  

t e n   G r u p p e n   t r a g e n   s o w i e   g g f .   d e r   d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o -  

n e l l e n   R e a g e n t i e n   m ü s s e n   j e d o c h   so  g e w ä h l t   w e r d e n ,   d a ß  

d i e   d a r a u s   h e r g e s t e l l t e n   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n ,   h ö h e r m o l e k u -  

l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n   so  h y d r o p h i l   s i n d ,  

daß  d i e   g u t e   W a s s e r l ö s l i c h k e i t   und  g r o ß e   A u f n a h m e k a p a z i -  

t ä t   f ü r   w ä ß r i g e   L ö s u n g e n   o d e r   D i s p e r s i o n e n   an  b i o l o g i -  

schem  M a t e r i a l   g e g e b e n   i s t .  

Als   b e v o r z u g t e   w a s s e r l ö s l i c h e ,   h ö h e r m o l e k u l a r e ,   p o l y m e -  
r i s i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n   s e i e n   g e n a n n t :  

-  V e r b i n d u n g e n ,   d i e   aus  P o l y e t h e r p o l y o l e n ,   d e r e n   H y d r o x y l -  

g r u p p e n   t e i l w e i s e   mi t   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r -  

e s t e r t   und  zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   i s o c y a n a t g r u p p e n h a l t i -  

gen  D e r i v a t e n   u n g e s ä t t i g t e r   C a r b o n s ä u r e n   u m g e s e t z t  

s i n d ,   h e r g e s t e l l t   s i n d .  

B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   s e i e n   g e n a n n t :  

-  V e r b i n d u n g e n ,   d i e   aus  P o l y e t h y l e n g l y k o l e n   m i t   e i n e m  

M o l e k u l a r g e w i c h t   g r ö ß e r   400,   d e r e n   H y d r o x y l g r u p p e n  

t e i l w e i s e   m i t   A c r y l s ä u r e   o d e r   M e t h a c r y l s ä u r e   v e r e s t e r t  



und  zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   I s o c y a n a t o e t h y l m e t h a c r y l a t  

u n d / o d e r   4 - I s o c y a n a t o - 3 - m e t h y l - b u t - 2 - y l a c r y l a t   u m g e -  
s e t z t   s i n d ,   h e r g e s t e l l t   s i n d .  

Bei   d e r   H e r s t e l l u n g   k ö n n e n   d i e   H y d r o x y l g r u p p e n   d e r   P o l y -  

e t h e r p o l y o l e   z u n ä c h s t   t e i l w e i s e   m i t   den  i s o c y a n a t g r u p p e n -  

h a l t i g e n   D e r i v a t e n   u n g e s ä t t i g t e r   C a r b o n s ä u r e n   u m g e s e t z t  
w e r d e n   und  a n s c h l i e ß e n d   zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   den  u n g e -  

s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r e s t e r t   w e r d e n ,   b e v o r z u g t   i s t  

j e d o c h ,   z u e r s t   d i e   t e i l w e i s e   U m s e t z u n g   m i t   den  u n g e -  

s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   und  a n s c h l i e ß e n d   d i e   U m s e t z u n g  

des   a n d e r e n   T e i l s   d e r   H y d r o x y l g r u p p e n   m i t   den  i s o c y a n a t -  

g r u p p e n h a l t i g e n   D e r i v a t e n   u n g e s ä t t i g t e r   C a r b o n s ä u r e n .  

W e i t e r h i n  s e i e n   a l s   b e v o r z u g t e ,   w a s s e r l ö s l i c h e ,   h ö h e r -  

m o l e k u l a r e ,  p o l y m e r i s i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n   g e n a n n t :  

-  V e r b i n d u n g e n ,  d i e   aus  P o l y e t h e r p o l y o l e n ,   d e r e n   H y -  

d r o x y l g r u p p e n   t e i l w e i s e   m i t   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n  

v e r e s t e r t   und  zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   d i -   o d e r   m e h r f u n k -  

t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   u m g e s e t z t   s i n d ,   h e r g e s t e l l t   s i n d .  

B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   h i e r b e i   s e i e n   g e n a n n t :  

-  V e r b i n d u n g e n ,   d i e   aus  P o l y e t h y l e n g l y k o l e n   m i t   e i n e m  

M o l e k u l a r g e w i c h t   g r ö ß e r   400 ,   d e r e n   H y d r o x y l g r u p p e n  

t e i l w e i s e   m i t   A c r y l s ä u r e   o d e r   M e t h a c r y l s ä u r e   v e r e s t e r t  

und  zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   I s o p h o r o n d i i s o c y a n a t ,   T o l u -  

y l e n d i i s o c y a n a t ,   b i u r e t g r u p p e n h a l t i g e n   P o l y i s o c y a n a -  

t e n   o d e r   P o l y i s o c y a n a t e n ,   d i e   aus  d e r   U m s e t z u n g   v o n  

D i i s o c y a n a t e n   m i t   m e h r w e r t i g e n   A l k o h o l e n   e n t s t e h e n ,  

h e r g e s t e l l t   s i n d .  



Bei   d e r   H e r s t e l l u n g   k ö n n e n   d i e   H y d r o x y l g r u p p e n   d e r   P o l y -  

e t h e r p o l y o l e   z u n ä c h s t   t e i l w e i s e   mi t   den  d i -   o d e r   m e h r -  

f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   u m g e s e t z t   w e r d e n   und  a n s c h l i e -  

ßend   zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r -  

e s t e r t   w e r d e n .   V o r t e i l h a f t e r   i s t   es  j e d o c h ,   z u e r s t   d i e  

t e i l w e i s e   V e r e s t e r u n g   und  a n s c h l i e ß e n d   d i e   U m s e t z u n g   m i t  

den  d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   d u r c h z u f ü h r e n .  

Die   E r f i n d u n g   b e t r i f f t   a l s o   e i n   V e r f a h r e n ,   das   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  d i e   gu t   w a s s e r l ö s l i c h e n ,   h ö h e r -  

m o l e k u l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n   aus  P o l y -  

e t h e r p o l y o l e n ,   d e r e n   H y d r o x y l g r u p p e n   t e i l w e i s e   mi t   u n g e -  

s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r e s t e r t   und  zum  a n d e r e n   T e i l  

m i t   d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   u m g e s e t z t  

s i n d ,   h e r g e s t e l l t   s i n d .  

Das  V e r f a h r e n   i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

a)  d i e   P o l y e t h e r p o l y o l e   P o l y e t h y l e n g l y k o l e   m i t   e i n e m  

MW  von  400  und  g r ö ß e r   s i n d ,  

Die  P o l y m e r i s a t i o n   kann   u n t e r   I n e r t g a s   d u r c h g e f ü h r t   u n d  

in  G e g e n w a r t   ü b l i c h e r   R a d i k a l s t a r t e r   wie   A z o - b i s ( i s o b u t y -  

r o n i t r i l ) ,   t - B u t y l p e r o c t o a t ,   B e n z o y l p e r o x i d ,   D i c y c l o -  

h e x y l p e r o x y d i c a r b o n a t ,   M e t h y l e t h y l k e t o n p e r o x i d ,   C u m o l -  

h y d r o p e r o x i d ,   A c e t y l - c y c l o h e x a n s u l f o n y l - p e r o x i d ,   D i c u -  

m y l p e r o x i d ,   K a l i u m p e r o x o d i s u l f a t   o d e r   A m m o n i u m p e r o x o -  

d i s u l f a t   s o w i e   d u r c h   R e d o x s y s t e m e   wie  K a l i u m p e r o x o d i s u l -  

f a t - R i b o f l a v i n ,   K a l i u m p e r o x o d i s u l f a t - N a t r i u m b i s u l f i t ,  

W a s s e r s t o f f p e r o x i d - V e r b i n d u n g e n   des  z w e i w e r t i g e n   E i s e n s  



e r f o l g e n .   Als  B e s c h l e u n i g e r   k ö n n e n   e b e n f a l l s   z a h l r e i c h e  

V e r b i n d u n g e n   d i e n e n ,   z.  B.  N , N , N ' , N ' - T e t r a m e t h y l e t h y -  

l e n d i a m i n   o d e r   B - D i m e t h y l a m i n o p r o p i o n i t r i l .  

E i n e   w e i t e r e   M ö g l i c h k e i t   d e r   P o l y m e r i s a t i o n   b e s t e h t   i n  

d e r   B e s t r a h l u n g   d e r   M i s c h u n g   m i t   a k t i n i s c h e m   L i c h t .   E s  

e i g n e n   s i c h   b e i s p i e l s w e i s e   H o c h d r u c k q u e c k s i l b e r l a m p e n ,  

N i e d e r d r u c k q u e c k s i l b e r l a m p e n ,   F l u o r e s z e n z l a m p e n ,  

X e n o n l a m p e n ,   K o h l e l i c h t b ö g e n   s o w i e   S o n n e n b e s t r a h l u n g .  

E i n e   B e s t r a h l u n g   m i t   E l e k t r o n e n s t r a h l e n   o d e r   Gamma-  

s t r a h l e n   i s t   e b e n f a l l s   m ö g l i c h ,   j e d o c h   muß  m i t   e i n e r  

g e w i s s e n   S c h ä d i g u n g   des   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   g e r e c h -  

n e t   w e r d e n .   F e r n e r   k a n n   d i e   P h o t o p o l y m e r i s a t i o n   d u r c h  

P h o t o s e n s i b i l i s a t o r e n   b e s c h l e u n i g t   w e r d e n .   Es  k ö n n e n  

b e k a n n t e   P h o t o s e n s i b i l i s a t o r e n   wie  @ - C a r b o n y l a l k o h o l e ,  

z . B .   B e n z o i n   o d e r   A c e t o i n ,   A c y l o i n e t h e r   wie  B e n z o i n m e t h y l -  

e t h e r ,   B e n z o i n e t h y l e t h e r ,   B e n z o i n i s o p r o p y l e t h e r ,  @   - s u b -  

s t i t u i e r t e   A c y l o i n e   wie  @  - M e t h y l b e n z o i n   u n d k   - M e t h o x y -  

b e n z o i n   u . a .   s o w i e   d u r c h   i o n i s c h e   G r u p p e n   wie  z . B .   C a r -  

b o n s ä u r e - ,   S u l f o n s ä u r e -   o d e r   A m i n o g r u p p e n   m o d i f i z i e r t e  

und  d a d u r c h   w a s s e r l ö s l i c h   g e m a c h t e   D e r i v a t e   v e r w e n d e t   w e r -  

d e n .  

Des  w e i t e r e n   k ö n n e n   p o l y c y c l i s c h e   a r o m a t i s c h e   V e r b i n d u n -  

gen   wie   N a p h t h o l   und  H y d r o x y a n t h r a c e n ,   A z o a m i d e   wie  b e i -  

s p i e l s w e i s e   2 - C y a n o - 2 - b u t y l a z o f o r m a m i d   s o w i e   M e t a l l s a l z e  

wie   U r a n y l n i t r a t   und  E i s e n c h l o r i d ,   wie  auch   M e r c a p t a n e ,  

D i s u l f i d e ,   H a l o g e n i d e   und  F a r b s t o f f e   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

D u r c h   d i e   hohe   A u f n a h m e k a p a z i t ä t   f ü r   W a s s e r  -   b e s o n d e r s  

g u t   e i g n e n   s i c h   G e w i c h t s v e r h ä l t n i s s e   von  w ä ß r i g e r   L ö s u n g  



Bei   d e r   H e r s t e l l u n g   k ö n n e n   d i e   H y d r o x y l g r u p p e n   d e r   P o l y -  

e t h e r p o l y o l e   z u n ä c h s t   t e i l w e i s e   mi t   den  d i -   o d e r   m e h r -  

f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   u m g e s e t z t   w e r d e n   und  a n s c h l i e -  

ßend  zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r -  

e s t e r t   w e r d e n .   V o r t e i l h a f t e r   i s t   es  j e d o c h ,   z u e r s t   d i e  

t e i l w e i s e   V e r e s t e r u n g   und  a n s c h l i e ß e n d   d i e   U m s e t z u n g   m i t  

den  d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   d u r c h z u f ü h r e n .  

Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   a l s o   e i n   V e r f a h r e n ,   das   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  d i e   gu t   w a s s e r l ö s l i c h e n ,   h ö h e r -  

m o l e k u l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n   aus  P o l y -  

e t h e r p o l y o l e n ,   d e r e n   H y d r o x y l g r u p p e n   t e i l w e i s e   mi t   u n g e -  

s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r e s t e r t   und  zum  a n d e r e n   T e i l  

m i t   d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e n   u m g e s e t z t  

s i n d ,   h e r g e s t e l l t   s i n d .  

Das  V e r f a h r e n   i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

a)  d i e   P o l y e t h e r p o l y o l e   P o l y e t h y l e n g l y k o l e   m i t   e i n e m  

MW  von  400  und  g r ö ß e r   s i n d ,  

Die  P o l y m e r i s a t i o n   k a n n   u n t e r   I n e r t g a s   d u r c h g e f ü h r t   u n d  

in  G e g e n w a r t   ü b l i c h e r   R a d i k a l s t a r t e r   wie  A z o - b i s ( i s o b u t y -  

r o n i t r i l ) ,   t - B u t y l p e r o c t o a t ,   B e n z o y l p e r o x i d ,   D i c y c l o -  

h e x y l p e r o x y d i c a r b o n a t ,   M e t h y l e t h y l k e t o n p e r o x i d ,   C u m o l -  

h y d r o p e r o x i d ,   A c e t y l - c y c l o h e x a n s u l f o n y l - p e r o x i d ,   D i c u -  

m y l p e r o x i d ,   K a l i u m p e r o x o d i s u l f a t   o d e r   A m m o n i u m p e r o x o -  

d i s u l f a t   s o w i e   d u r c h   R e d o x s y s t e m e   wie  K a l i u m p e r o x o d i s u l -  

f a t - R i b o f l a v i n ,   K a l i u m p e r o x o d i s u l f a t - N a t r i u m b i s u l f i t ,  

W a s s e r s t o f f p e r o x i d - V e r b i n d u n g e n   des  z w e i w e r t i g e n   E i s e n s  



e r f o l g e n .   Als  B e s c h l e u n i g e r   k ö n n e n   e b e n f a l l s   z a h l r e i c h e  

V e r b i n d u n g e n   d i e n e n ,   z.  B.  N , N , N ' , N ' - T e t r a m e t h y l e t h y -  
l e n d i a m i n   o d e r   B - D i m e t h y l a m i n o p r o p i o n i t r i l .  

E i n e   w e i t e r e   M ö g l i c h k e i t   d e r   P o l y m e r i s a t i o n   b e s t e h t   i n  

d e r   B e s t r a h l u n g   d e r   M i s c h u n g   m i t   a k t i n i s c h e m   L i c h t .   E s  

e i g n e n   s i c h   b e i s p i e l s w e i s e   H o c h d r u c k q u e c k s i l b e r l a m p e n ,  

N i e d e r d r u c k q u e c k s i l b e r l a m p e n ,   F l u o r e s z e n z l a m p e n ,  

X e n o n l a m p e n ,   K o h l e l i c h t b ö g e n   s o w i e   S o n n e n b e s t r a h l u n g .  
E i n e   B e s t r a h l u n g   m i t   E l e k t r o n e n s t r a h l e n   o d e r   Gamma-  

s t r a h l e n   i s t   e b e n f a l l s   m ö g l i c h ,   j e d o c h   muß  m i t   e i n e r  

g e w i s s e n   S c h ä d i g u n g   des   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   g e r e c h -  

n e t   w e r d e n .   F e r n e r   k a n n   d i e   P h o t o p o l y m e r i s a t i o n   d u r c h  

P h o t o s e n s i b i l i s a t o r e n   b e s c h l e u n i g t   w e r d e n .   Es  k ö n n e n  

b e k a n n t e   P h o t o s e n s i b i l i s a t o r e n   wie  @ - C a r b o n y l a l k o h o l e ,  

z . B .   B e n z o i n   o d e r   A c e t o i n ,   A c y l o i n e t h e r   wie   B e n z o i n m e t h y l -  

e t h e r ,   B e n z o i n e t h y l e t h e r ,   B e n z o i n i s o p r o p y l e t h e r ,  @   - s u b -  

s t i t u i e r t e   A c y l o i n e   wie  d . - M e t h y l b e n z o i n   und @  - M e t h o x y -  

b e n z o i n   u . a .   s o w i e   d u r c h   i o n i s c h e   G r u p p e n   wie  z . B .   C a r -  

b o n s ä u r e - ,   S u l f o n s ä u r e -   o d e r   A m i n o g r u p p e n   m o d i f i z i e r t e  

lund   d a d u r c h   w a s s e r l ö s l i c h   g e m a c h t e   D e r i v a t e   v e r w e n d e t   w e r -  

d e n .  

Des  w e i t e r e n   k ö n n e n   p o l y c y c l i s c h e   a r o m a t i s c h e   V e r b i n d u n -  

gen   wie   N a p h t h o l   und  H y d r o x y a n t h r a c e n ,   A z o a m i d e   wie  b e i -  

s p i e l s w e i s e   2 - C y a n o - 2 - b u t y l a z o f o r m a m i d   s o w i e   M e t a l l s a l z e  

wie   U r a n y l n i t r a t   und  E i s e n c h l o r i d ,   wie  auch   M e r c a p t a n e ,  

D i s u l f i d e ,   H a l o g e n i d e   und  F a r b s t o f f e   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

D u r c h   d i e   hohe   A u f n a h m e k a p a z i t ä t   f ü r   W a s s e r  -   b e s o n d e r s  

g u t   e i g n e n   s i c h   G e w i c h t s v e r h ä l t n i s s e   von  w ä ß r i g e r   L ö s u n g  



o d e r   S u s p e n s i o n   des   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   zum  P o l y m e r  

z w i s c h e n   4 :1   und  2 0 : 1  -   d i e   das   i m m o b i l i s i e r t e   M a t e r i a l  

vo r   und  nach   d e r   P o l y m e r i s a t i o n   b e s i t z t ,   e r g e b e n   s i c h  

auch   V o r t e i l e   h i n s i c h t l i c h   de r   W i r t s c h a f t l i c h k e i t   d e s  

V e r f a h r e n s .   D a d u r c h   k ö n n e n   e i n e r s e i t s   g r o ß e   Mengen  a n  

w ä ß r i g e n   L ö s u n g e n   o d e r   D i s p e r s i o n e n   des  b i o l o g i s c h e n  

M a t e r i a l s   in  e i n e r   r e l a t i v   k l e i n e   Menge  d e r   p o l y m e r i -  

s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n   e i n g e s c h l o s s e n   w e r d e n ,   a n d e r e r -  

s e i t s   k ö n n e n   d a d u r c h   F e r m e n t e r b r ü h e n   d i r e k t   o d e r   n a c h  

K o n z e n t r i e r u n g   z . B .   d u r c h   M i k r o f i l t r a t i o n   o d e r   Z e n t r i -  

f u g i e r e n   i m m o b i l i s i e r t   w e r d e n .  

D e s w e i t e r e n   i s t   es  j e d o c h   v o r   und  n a c h   d e r   I m m o b i l i -  

s i e r u n g   auch   m ö g l i c h ,   g e r i n g e r e   Menge  an  W a s s e r   o d e r  

w ä ß r i g e n   L ö s u n g e n   zu  v e r w e n d e n ,   s o w i e   e i n e n   T e i l   d e s  

A n t e i l s   an  W a s s e r   g e g e n   a n d e r e   F l ü s s i g k e i t e n   wie  z . B .  

A l k o h o l e   zu  e r s e t z e n .  

Es  i s t   auch   m ö g l i c h ,   d i e   i m m o b i l i s i e r t e n   b i o l o g i s c h e n  

M a t e r i a l i e n   in   a n d e r e n   a l s   w ä ß r i g e n   L ö s u n g e n ,   z . B .  

in  a l i p h a t i s c h e n   o d e r   a r o m a t i s c h e n   K o h l e n w a s s e r s t o f -  

f e n ,   e i n z u s e t z e n .  

Die  b e s c h r i e b e n e n   V e r f a h r e n   s i n d   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  Z e l l e n   o d e r   Enzyme  in  G e g e n w a r t   von  D e s i n f e k t i o n s -  

m i t t e l n , B a k t e r i z i d e n   o d e r   F u n g i z i d e n   i m m o b i l i s i e r t   w e r -  

den ,   s o m i t   c h e m i s c h   s t e r i l i s i e r t   in   den  B i o r e a k t o r  

ü b e r f ü h r t   w e r d e n   und  d i e   S t e r i l i s a t i o n s m i t t e l   vo r   A n -  

l a u f   de r   R e a k t i o n   aus  dem  g e s c h l o s s e n e n ,   s t e r i l e n   R e -  

a k t o r s y s t e m   a u s g e w a s c h e n   w e r d e n .  



Die  n a c h   v o r s t e h e n d e m   V e r f a h r e n   i m m o b i l i s i e r t e n   b i o l o -  

g i s c h e n   M a t e r i a l i e n ,   i n s b e s o n d e r e   Z e l l e n   o d e r   E n z y m e ,  
l a s s e n   s i c h   a l s   B i o k a t a l y s a t o r e n   zu  B i o t r a n s f o r m a t i o n e n  

e i n s e t z e n .  

I n t e r e s s a n t e   M i k r o o r g a n i s m e n   f ü r   d i e   e r f i n d u n g s g e m ä ß e  

I m m o b i l i s i e r u n g   s i n d   d i e   f o l g e n d e n :  

A s p e r g i l l u s   n i g e r ,   G l u c o n o b a c t e r   s u b o x y d a n s ,  

G l u c o n o b a c t e r   o x y d a n s ,   E s c h e r i c h i a   c o l i ,  

S a c c h a r o m y c e s   c e r e v i s i a e ,   P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m ,  

S e r r a t i a   p l y m u t h i c a ,   P s e u d o m o n a s   p u t i d a ,  

C u n n i n g h a m e l l a   e l e g a n s ,   C l o s t r i d i e n   wie  z . B .  

C l o s t r i d i u m   t h e r m o a c e t i c u m ,   C l o s t r i d i u m  

k l u y v e r i ,   C l o s t r i d i u m   b u t y r i c u m ,   C l o s t r i d i u m  

s p o r o g e n e s ,   B a c i l l u s   l i c h e n i f o r m i s ,   S t r e p t o m y c e s  

o l i v a c e u s .  



B e i s p i e l e  

B e i s p i e l   1 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  A l k o h o l d e h y d r o g e n a s e  

4 8 , 7   g  P o l y e t h y l e n g l y k o l   mi t   e i nem  m i t t l e r e n   M o l e k u l a r -  

g e w i c h t   von  800  ( h e r g e s t e l l t   von  den  C h e m i s c h e n   W e r k e n  

H ü l s )   wurde   m i t  

4 ,7   g  A c r y l s ä u r e   u n t e r   Z u s a t z   v o n  

0 , 5 4   g  p - T o l u o l s u l f o n s ä u r e   u n d  

50  mg  D i - t e r t . - b u t y l h y d r o c h i n o n   s o w i e  

50  mg  p - M e t h o x y p h e n o l   in  T o l u o l   v e r e s t e r t .  

2 5 , 0   g  d i e s e s   E s t e r s   w u r d e n   m i t  

3 ,9   g  I s o c y a n a t o e t h y l m e t h a c r y l a t   ( h e r g e s t e l l t   v o n  

Dow  C h e m i c a l s )   u n t e r   Z u s a t z   v o n  
4  mg  D e s m o r a p i d   SO  ( R h e i n c h e m i e   R h e i n a u   GmbH)  u m g e s e t z t .  

1  g  des   so  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   w u r d e n  

m i t   50  mg  I r g a c u r e   651  ( C i b a - G e i g y )   g e m i s c h t   und  m i t  

2  g  P h o s p h a t - P u f f e r   (pH  7,  0 , 01   M)  v e r s e t z t .   In  d i e -  

s e r   L ö s u n g   wurde   200  mg  A l k o h o l d e h y d r o g e n a s e   ( a u s  

H e f e ,   Fa.   B o e h r i n g e r   M a n n h e i m ,   e n t h a l t e n d   120  mg  E n z y m -  

p r o t e i n   d e r   s p e z i f i s c h e n   A k t i v i t ä t   400  U/mg)  g e l ö s t ,   a u s  

d e r   L ö s u n g   e i n   500  pm  d i c k e r   F i lm   g e z o g e n   und  m i t t e l s  

e i n e r   Q u e c k s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e   10  min .   b e s t r a h l t ,   s o  

daß  e i n   f e s t e r   F i l m   e n t s t a n d .  

Ein   V i e r t e l   des  so  e r h a l t e n e n   P r ä p a r a t e s   ( e n t s p r e c h e n d  

30  mg  A l k o h o l - D e h y d r o g e n a s e )   wurde   in  k l e i n e   S t ü c k e  

g e s c h n i t t e n   und  in  e i n e m   100  ml  E r l e n m e y e r k o l b e n   b i s  



zu  e i n e m   E n d v o l u m e n   von  20  ml  m i t   0 ,1   M  T r i s .   H C l ,  

pH  8 ,6   e n t h a l t e n d   142  mg  NAD,  L i - S a l z   (Fa .   B o e h r i n g e r ,  

M a n n h e i m ) ,   0 ,1   M  S e m i c a r b a z i d ,   5 %  E t h a n o l   p . A .   v e r -  

s e t z t .  

Der  R e a k t i o n s l ö s u n g   w u r d e n   zu  b e s t i m m t e n   Z e i t e n   P r o b e n  

e n t n o m m e n   und  nach   V e r d ü n n u n g   das   UV-VIS  S p e c t r u m   d e s  

e n t s t e h e n d e n   NADH  g e m e s s e n .   Nach  e t w a   50  m i n .   war  d i e  

G e s a m t m e n g e   an  NAD  zu  NADH  r e d u z i e r t   w o r d e n   m i t   e i n e r  

I n i t i a l g e s c h w i n d i g k e i t   von  8 , 1  p   M o l / m i n .   Die   i m m o b i l i -  

s i e r t e   A l k o h o l - D e h y d r o g e n a s e   b e s i t z t   s o m i t   e i n e   s p e z i -  

f i s c h e   A k t i v i t ä t   von  0 , 2 8   U/mg  i m m o b i l i s i e r t e s   E n z y m -  

p r o t e i n .   Das  i m m o b i l i s i e r t e   P r ä p a r a t   k o n n t e   w i e d e r -  

h o l t   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

B e i s p i e l   2 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  A l k o h o l d e h y d r o g e n a s e  

1  g  d e s   in   B e i s p i e l   1  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r -  

zes   w u r d e n   m i t   50  mg  1 , 2 - D i p h e n y l - 2 - h y d r o x y - 3 [ N - ( N -  

m e t h y l )  p y r r o l i d i n i u m ] - p r o p a n - 1 - o n - m e t h y l s u l f a t   g e m i s c h t  

und  m i t   15  g  P h o s p h a t - P u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t .  

In  d i e s e r   L ö s u n g   wurde   200  mg  A l k o h o l d e h y d r o g e n a s e   ( a u s  

H e f e ,   Fa .   B o e h r i n g e r ,   M a n n h e i m ,   e n t h a l t e n d   120  mg  E n z y m -  

p r o t e i n ,   400  U/mg)  g e l ö s t   und  d i e   L ö s u n g   i n   100  g 

e i n e r   M i s c h u n g   aus  S i l i k o n ö l / P a r a f f i n ö l   m i t   e i n e r  

s p e z .   D i c h t e   von  0 , 9 . g / c m 3   g e t r o p f t ,   w o b e i   s i c h   d u r c h  

i n t e n s i v e s   R ü h r e n   und  D u r c h l e i t e n   von  S t i c k s t o f f   P e r l e n  

a u s b i l d e t e n ,   d i e   d u r c h   15  m i n ü t i g e   B e s t r a h l u n g   m i t t e l s  

e i n e r   H g - H o c h d r u c k l a m p e   p o l y m e r i s i e r t   w u r d e n .  



1,0   g  d e r   so  e r h a l t e n e n   P e r l e n   w u r d e n   in  50  ml  E r l e n -  

m e y e r k o l b e n   mi t   10  ml  0 ,1   M  K a l i u m p h o s p h a t   pH  8 , 5 ,  

10  mM  NADH,  1  %  A c e t a l d e h y d   auf   de r   R u n d s c h ü t t e l m a s c h i -  

ne ,   230  rpm,   b e i   30°C  i n k u b i e r t .  

Nach  6  h  w a r e n   e twa   50 %  des   e i n g e s e t z t e n   NADH,  50  µ M o l ,  

zu  NAD  o x i d i e r t ,   d i e   I n i t i a l g e s c h w i n d i g k e i t   b e t r u g   d a b e i  

0 ,23   p m o l / m i n .  

B e i s p i e l   3 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  L i p a s e  

1  g  des   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   aus  B e i s p i e l   1  w u r d e  

m i t   50  mg  I r g a c u r e   651  ( C i b a - G e i g y )   g e m i s c h t   und  m i t  

3  g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t .   In  d i e s e r  

L ö s u n g   w u r d e   0,8  g  L i p a s e   (aus   C a n d i d a   c y l i n d r a c e a ,  

Sigma)   d i s p e r g i e r t .   Die  g e s a m t e   M i s c h u n g   w u r d e   a n s c h l i e -  

ßend  auf   e i n   P o l y a m i d g e w e b e   (Monodur   PA  250  N,  V e r s e i d a g -  

I n d u s t r i e t e x t i l i e n   GmbH)  v e r s t r i c h e n   und  m i t t e l s   e i n e r  

Q u e c k s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e   10  min .   b e s t r a h l t ,   so  d a ß  

e i n   f e s t e r   F i l m ,   v e r s t ä r k t   d u r c h   das  P o l y a m i d g e w e b e ,  

e n t s t a n d .  

160  mg  L i p a s e   e i n g e s c h l o s s e n   in  o b i g e s   P o l y m e r ,   e n t -  

s p r e c h e n d   72  cm2  z e r s c h n i t t e n e r   F o l i e ,   w u r d e n   in   40  ml  

H20  m i t   2  g  S u c r o s e - P a l m i t a t - S t e a r a t   15  (Fa.   S e r v a ,  

H e i d e l b e r g )   b e i   25°C  i n k u b i e r t .   F r e i w e r d e n d e   F e t t -  

s ä u r e   w u r d e   mi t   0,1  N  NaOH  p e r   p H - S t a t   (pH  7 ,1 )   t i -  

t r i e r t .  



Die  A k t i v i t ä t   i m m o b i l i s i e r t e   L i p a s e   w u r d e   zu  5 ,8   mU/mg 

t r o c k e n e s  L i p a s e - P r ä p a r a t   e r r e c h n e t   (1  U  =  1  pMol  

f r e i g e s e t z t e   F e t t s ä u r e   p r o   M i n u t e ) .  

B e i s p i e l   4 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  L i p a s e  

197  g  O k t a e t h y l e n g l y k o l   w u r d e n   m i t   36  g  A c r y l s ä u r e   u n t e r  

Z u s a t z   von   2  g  p - T o l u o l s u l f o n s ä u r e   und  0 , 3 5   g  d i - t e r t . -  

b u t y l h y d r o c h i n o n   s o w i e   0 , 3 5   g  p - M e t h o x y p h e n o l   in  T o l u o l  

v e r e s t e r t .   100  g  des   so  e r h a l t e n e n   E s t e r s   w u r d e n   m i t  

47  g  I s o p h o r o n d i i s o c y a n a t   und  90  mg  D e s m o r a p i d   SO 

u m g e s e t z t .  

5  g  d e s   so  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   w u r d e n  

in   2  g  0 , 0 1   M  K a l i u m p h o s p h a t - P u f f e r ,   pH  7 , 0 ,   g e l ö s t ,  

m i t  6   g  e i n e r   L i p a s e - S u s p e n s i o n   ( L i p a s e   aus   C a n d i d a  

c y l i n d r a c e a ,   Fa .   S i g m a ;   17  %  F e s t s t o f f g e h a l t )   g e m i s c h t  

und  m i t   100  mg  I r g a c u r e   651  ( C i b a - G e i g y )   v e r s e t z t .  

D i e s e   w ä ß r i g e   L i p a s e - M i s c h u n g   wurde   auf   e i n   P o l y a m i d -  

S t ü t z g e w e b e   ( M o n o d u r   PA  250  N,  V e r s e i d a g - I n d u s t r i e -  

t e x t i l i e n   GmbH)  v e r s t r i c h e n   und  d u r c h   1 0 - m i n ü t i g e   B e -  

s t r a h l u n g   m i t   e i n e r   H g - H o c h d r u c k l a m p e   p o l y m e r i s i e r t .  

72  cm2  d e r   so  e r h a l t e n e n   i m m o b i l i s i e r t e n   L i p a s e   w e r d e n  

in   40  ml  W a s s e r   pH  7 ,1   e i n g e b r a c h t   und  m i t   1 , 0   g  
S u c r o s e - P a l m i t a t - S t e a r a t   15  (Fa.  S e r v a ,   H e i d e l b e r g )  

b e i   25°C  v e r s e t z t .   F r e i w e r d e n d e   F e t t s ä u r e n   w e r d e n   am 

p H - S t a t e n   m i t   0 ,1   N  NaOH  t i t r i e r t .   Pro  S t u n d e   w e r d e n  



2 ,74   ml  0,1  N  NaOH  v e r b r a c h t ,   was  274  pMol  f r e i e r  

F e t t s ä u r e   e n t s p r i c h t .   Pro  cm2  i m m o b i l i s i e r t e r   L i p a s e -  

F o l i e   e r r e c h n e n   s i c h   0 , 0 6 5   p M o l / m i n   f r e i w e r d e n d e  

F e t t s ä u r e .  

B e i s p i e l   5 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  E s t e r a s e  

2 5 , 0   g  des  h e r g e s t e l l t e n   E s t e r s   aus  B e i s p i e l   1  w u r d e n  

m i t   2 ,3   g  D e s m o d u r   N  ( B a y e r   AG,  L e v e r k u s e n )   u n d  

1 ,4   g  I s o p h o r o n d i i s o c y a n a t   u n t e r   Z u s a t z   von  7 ,5   mg  D e s -  

m o r a p i d   SO  ( R h e i n c h e m i e   R h e i n a u   GmbH)  u m g e s e t z t .  

5  g  des  so  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s ,  

250  mg  I r g a c u r e   651  ( C i b a - G e i g y ) ,   8 ,5   g  P h o s p h a t p u f f e r  

( 0 , 0 1   M,  pH  7)  und  3  ml  E s t e r a s e - S u s p e n s i o n   ( a u s  

S c h w e i n e l e b e r ,   B o e h r i n g e r   Mannheim  GmbH)  w u r d e n   g e -  
m i s c h t   und  auf   e i n e m   P o l y a m i d g e w e b e   (Monodur   PA  250  N, 
V e r s e i d a g - I n d u s t r i e t e x t i l i e n   GmbH)  v e r s t r i c h e n .  

Nach  B e l i c h t e n   m i t t e l s   e i n e r   Q u e c k s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e  
w u r d e   e i n   d u r c h   das   P o l y a m i d g e w e b e   v e r s t ä r k t e r   F i l m  

e r h a l t e n .  

36  cm2  de r   so  e r h a l t e n e n   E s t e r a s e - F o l i e   w u r d e n   i n  

45  ml  0,1  M  N a t r i u m p h o s p h a t   pH  7 ,0   m i t   5  ml  e i n e r  

100  mM  Lösung   von  N i t r o t e r e p h t h a l s ä u r e d i m e t h y l e s t e r  

in  M e t h a n o l   b e i   30°C  auf   e i n e r   R o t a t i o n s s c h ü t t e l m a -  

s c h i n e   i n k u b i e r t .  



Die  A n a l y s e   d e r   R e a k t i o n s l ö s u n g   e r f o l g t e   p e r   HPLC. 

Nach  48  h  i s t   k e i n e   A u s g a n g s v e r b i n d u n g   mehr   n a c h w e i s -  

b a r .  E s  b i l d e t e n  s i c h   d i e   b e i d e n   N i t r o t e r e p h t h a l -  
s ä u r e m o n o e s t e r   s o w i e   in   g e r i n g e r   Menge  a u c h   N i t r o -  

t e r e p h t h a l s ä u r e .  

B e i s p i e l  6  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  L - L a c t a t - D e h y d r o g e n a s e  

5  g  des   i n  B e i s p i e l   5  v e r w e n d e t e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n  

H a r z e s   w u r d e n   m i t  2 5 0   mg  P h e n y l g l y o x y l s ä u r e ,   5  g 
P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  und  3  ml  L - L a c t a t -  

D e h y d r o g e n a s e - S u s p e n s i o n   ( aus   S c h w e i n e m u s k e l ,  

B o e h r i n g e r   M a n n h e i m   GmbH,  e n t h a l t e n d   10  mg/ml  E n z y m -  

p r o t e i n ,   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   c a .   550  U/mg)  g e -  
m i s c h t   und  a n a l o g   B e i s p i e l   5  zu  e i n e m   F i l m   v e r -  

a r b e i t e t .  

Die   H ä l f t e   des   so  e r h a l t e n e n   F i l m s ,   e n t h a l t e n d   e t w a  

15  mg  E n z y m p r o t e i n ,   w u r d e   z e r s c h n i t t e n   und  in  e i n e m  

100  ml  E r l e n m e y e r k o l b e n   m i t   20  ml  0 ,1   M  K a l i u m -  

p h o s p h a t - P u f f e r   (pH  8 , 0 ) ,   10  mM  NADH,  0 , 0 5   M 

P y r u v a t - N a - S a l z   i n k u b i e r t .   Die   T e m p e r a t u r   b e t r u g  

3 0 ° C ,   d i e   R e a k t i o n s l ö s u n g   w u r d e   au f   e i n e r   S c h ü t t e l -  

m a s c h i n e   m i t   200  B e w e g u n g e n   p r o   M i n u t e   g e s c h ü t t e l t .  

Von  Z e i t   zu  Z e i t   w u r d e n   P r o b e n   e n t n o m m e n   und  n a c h  

V e r d ü n n u n g   p h o t o m e t r i s c h   d i e   NADH-Abnahme  g e g e n   e i n e  

B l i n d p r o b e   ohne   i m m o b i l i s i e r t e   L - L a c t a t - D e h y d r o g e n a s e  



b e s t i m m t .   Nach  60  M i n u t e n   war  d i e   g e s a m t e   Menge  a n  

NADH  zu  NAD  o x i d i e r t   w o r d e n .   Die  I n i t i a l g e s c h w i n d i g -  

k e i t   wurde   zu  3 ,9   p M o l / m i n   b e s t i m m t ,   was  e i n e r   s p e -  
z i f i s c h e n   A k t i v i t ä t   von  0 , 2 6   U/mg  e i n g e s c h l o s s e n e s  

E n z y m p r o t e i n   e n t s p r i c h t .  

B e i s p i e l   7 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  L - L a c t a t   D e h y d r o g e n a s e  

1  g  des   in  B e i s p i e l   5  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n  

H a r z e s   w u r d e n   mi t   50  mg  1 , 2 - D i p h e n y l - 2 - h y d r o x y - 3 L N - ( N -  

m e t h y l )  p y r r o l i d i n i u m ] - p r o p a n - 1 - o n - m e t h y l s u l f a t   g e m i s c h t  

und  m i t   1 , 5   g  P h o s p h a t - P u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t .  

In  d i e s e r   L ö s u n g   w u r d e   0 ,6  ml  L - L a c t a t - D e h y d r o g e n a s e  

(aus   S c h w e i n e m u s k e l ,   Fa.   B o e h r i n g e r ,   M a n n h e i m ,   e n t -  

h a l t e n d   10  mg/ml  E n z y m p r o t e i n ,   ca .   550  U/mg)  g e l ö s t   u n d  

d i e   L ö s u n g   in  100  g  e i n e r   M i s c h u n g   aus  S i l i k o n ö l / P a r a -  

f f i n ö l   mi t   e i n e r   s p e z .   D i c h t e   von  0,9  g /cm3  g e t r o p f t ,  

w o b e i   s i c h   d u r c h   i n t e n s i v e s   R ü h r e n   und  D u r c h l e i t e n   v o n  
S t i c k s t o f f   P e r l e n   a u s b i l d e t e n ,   d i e   d u r c h   15  m i n ü t i g e  

B e s t r a h l u n g   m i t t e l s   e i n e r   H g - H o c h d r u c k l a m p e   p o l y m e r i -  

s i e r t   w u r d e n .  

Die  e r h a l t e n e n   P e r l e n   w u r d e n   in  e i n e m   100  ml  E r l e n -  

m e y e r k o l b e n   m i t   20  ml  0 ,1  M  K a l i u m p h o s p h a t - P u f f e r ,  

(pH  8 , 0 ) ,   10  mM  NADH  0 ,05   M  P y r u v a t - N a - S a l z   b e i  

30°C,   200  rpm,  i n k u b i e r t .  

E n t n o m m e n e   P r o b e n   w u r d e n   nach   V e r d ü n n u n g   p h o t o m e t r i s c h  

auf   d i e   NADH-Abnahme  g e g e n   e i n e   B l i n d p r o b e   g e t e s t e t .  



Nach   3  h  war  d i e   g e s a m t e   Menge  an  NADH  zu  NAD  o x i d i e r t .  

D ie   I n i t i a l g e s c h w i n d i g k e i t   b e t r u g   1 , 4   p M o l / m i n .  

B e i s p i e l   8 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  B ä c k e r h e f e  

1 0 0 , 0   g  P o l y e t h y l e n g l y k o l   m i t   e i n e m   m i t t l e r e n   M o l e -  

k u l a r g e w i c h t   von  1 . 0 0 0   ( C h e m i s c h e   Werke   H ü l s )   w u r d e  

m i t   7 , 2   g  A c r y l s ä u r e   u n t e r   Z u s a t z   von  0 , 9 2   g  

p - T o l u o l s u l f o n s ä u r e   und  0 ,1   g  D i - t e r t . - b u t y l h y d r o -  

c h i n o n   s o w i e   0 ,1   g  p - M e t h o x y p h e n o l   in   T o l u o l   v e r -  

e s t e r t .  

7 5 , 0   g  des   so  e r h a l t e n e n   E s t e r s   w u r d e   m i t   8 ,3   g  I s o -  

p h o r o n d i i s o c y a n a t   u n t e r   Z u s a t z  v o n   9  mg  D e s m o r a p i d   SO 

u m g e s e t z t .  

5 , 0  g  d e s   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   w u r d e   m i t   0 ,1   g  

I r g a c u r e   651  ( C i b a - G e i g y )   und  1 ,0   g  P u f f e r l ö s u n g  

( 0 , 0 1   M,  pH  7)  g e m i s c h t .   Zu  d i e s e r   L ö s u n g   w u r d e   e i n e  

M i s c h u n g   aus  1 3 , 7   g  B ä c k e r h e f e   (25 %  F e s t s t o f f g e h a l t )  

und  1 3 , 7   g  P u f f e r l ö s u n g   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  g e g e b e n .   D i e  

so  e r h a l t e n e   M i s c h u n g   w u r d e   n a c h   A u s s t r e i c h e n   auf   e i n  

P o l y a m i d g e w e b e   m i t t e l s   e i n e r   Q u e c k s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e  

b e l i c h t e t ,   so  daß  e i n   f e s t e r   F i l m   e n t s t a n d .  

36  cm2  des   so  e r h a l t e n e n   F i l m s   w u r d e n   au f   i h r e   NADH- 

O x i d a s e   A k t i v i t ä t   g e t e s t e t .   Dazu  w u r d e   d e r   F i l m   z e r -  

s c h n i t t e n   und  in   e i n e m   200  ml  E r l e n m e y e r k o l b e n   b i s   z u  



b e s t i m m t .   Nach  60  M i n u t e n   war  d i e   g e s a m t e   Menge  a n  

NADH  zu  NAD  o x i d i e r t   w o r d e n .   Die  I n i t i a l g e s c h w i n d i g -  

k e i t   wurde   zu  3 ,9  p M o l / m i n   b e s t i m m t ,   was  e i n e r   s p e -  
z i f i s c h e n   A k t i v i t ä t   von  0 , 2 6   U/mg  e i n g e s c h l o s s e n e s  

E n z y m p r o t e i n   e n t s p r i c h t .  

B e i s p i e l   7 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  L - L a c t a t   D e h y d r o g e n a s e  

1  g  des   in  B e i s p i e l   5  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n  

H a r z e s   w u r d e n   mi t   50  mg  1 , 2 - D i p h e n y l - 2 - h y d r o x y - 3 L N - ( N -  

m e t h y l )  p y r r o l i d i n i u m ] - p r o p a n - 1 - o n - m e t h y l s u l f a t   g e m i s c h t  

und  m i t   1 , 5   g  P h o s p h a t - P u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t .  

In  d i e s e r   L ö s u n g   w u r d e   0 ,6  ml  L - L a c t a t - D e h y d r o g e n a s e  

(aus   S c h w e i n e m u s k e l ,   Fa.   B o e h r i n g e r ,   M a n n h e i m ,   e n t -  

h a l t e n d   10  mg/ml  E n z y m p r o t e i n ,   ca .   550  U/mg)  g e l ö s t   u n d  

d i e   L ö s u n g   in  100  g  e i n e r   M i s c h u n g   aus  S i l i k o n ö l / P a r a -  

f f i n ö l   mi t   e i n e r   s p e z .   D i c h t e   von  0 ,9  g /cm3  g e t r o p f t ,  

w o b e i   s i c h   d u r c h   i n t e n s i v e s   R ü h r e n   und  D u r c h l e i t e n   v o n  
S t i c k s t o f f   P e r l e n   a u s b i l d e t e n ,   d i e   d u r c h   15  m i n ü t i g e  

B e s t r a h l u n g   m i t t e l s   e i n e r   H g - H o c h d r u c k l a m p e   p o l y m e r i -  

s i e r t   w u r d e n .  

Die  e r h a l t e n e n   P e r l e n   w u r d e n   in  e i n e m   100  ml  E r l e n -  

m e y e r k o l b e n   m i t   20  ml  0 ,1  M  K a l i u m p h o s p h a t - P u f f e r ,  

(pH  8 , 0 ) ,   10  mM  NADH  0 ,05   M  P y r u v a t - N a - S a l z   b e i  

30°C,   200  rpm,  i n k u b i e r t .  

E n t n o m m e n e   P r o b e n   w u r d e n   nach   V e r d ü n n u n g   p h o t o m e t r i s c h  

auf   d i e   NADH-Abnahme  g e g e n   e i n e   B l i n d p r o b e   g e t e s t e t .  



Nach  3  h  war  d i e   g e s a m t e   Menge  an  NADH  zu  NAD  o x i d i e r t .  

D i e  I n i t i a l g e s c h w i n d i g k e i t   b e t r u g   1 , 4   µ M o l / m i n .  

B e i s p i e l   8 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  B ä c k e r h e f e  

1 0 0 , 0   g  P o l y e t h y l e n g l y k o l   m i t   e i n e m   m i t t l e r e n   M o l e -  

k u l a r g e w i c h t   von  1 . 0 0 0   ( C h e m i s c h e   Werke   H ü l s )   w u r d e  

m i t   7 , 2   g  A c r y l s ä u r e   u n t e r   Z u s a t z   von  0 , 9 2   g  

p - T o l u o l s u l f o n s ä u r e   und  0 ,1   g  D i - t e r t . - b u t y l h y d r o -  

c h i n o n   s o w i e   0 ,1  g  p - M e t h o x y p h e n o l   in   T o l u o l  v e r -  

e s t e r t .  

7 5 , 0   g  des   so  e r h a l t e n e n   E s t e r s   w u r d e   m i t   8 ,3   g  I s o -  

p h o r o n d i i s o c y a n a t   u n t e r   Z u s a t z   von  9  mg  D e s m o r a p i d   SO 

u m g e s e t z t .  

5 , 0   g  d e s   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   w u r d e   m i t   0 ,1   g  
I r g a c u r e   651  ( C i b a - G e i g y )   und  1 ,0   g  P u f f e r l ö s u n g  

( 0 , 0 1   M,  pH  7)  g e m i s c h t .   Zu  d i e s e r   L ö s u n g   wurde   e i n e  

M i s c h u n g   aus  1 3 , 7   g  B ä c k e r h e f e   (25 %  F e s t s t o f f g e h a l t )  

und  1 3 , 7   g  P u f f e r l ö s u n g   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  g e g e b e n .   D i e  

so  e r h a l t e n e   M i s c h u n g   w u r d e   n a c h   A u s s t r e i c h e n   auf   e i n  

P o l y a m i d g e w e b e   m i t t e l s   e i n e r   Q u e c k s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e  

b e l i c h t e t ,   so  daß  e i n   f e s t e r   F i l m   e n t s t a n d .  

36  cm2  des   so  e r h a l t e n e n   F i l m s   w u r d e n   au f   i h r e   NADH- 

O x i d a s e   A k t i v i t ä t   g e t e s t e t .   Dazu  w u r d e   d e r   F i lm   z e r -  

s c h n i t t e n   und  in  e i n e m   200  ml  E r l e n m e y e r k o l b e n   b i s   z u  



e i n e m   E n d v o l u m e n   von  50  ml  m i t   0 , 0 5   M  K a l i u m p h o s p h a t -  

P u f f e r ,   pH  8 , 0 ,   s o w i e   mi t   360  mg  NADH  (Grad  I ,  

B o e h r i n g e r   Mannhe im)   v e r s e t z t   und  auf   e i n e r   R o t a t i o n s -  

s c h ü t t e l m a s c h i n e   mi t   200  rpm  g e g e n   e i n e   B l i n d p r o b e  

ohne   i m m o b i l i s i e r t e   B ä c k e r h e f e   b e i   30°C  i n k u b i e r t .  

Die  i m m o b i l i s i e r t e n   H e f e z e l l e n   o x i d i e r t e n   NADH  m i t  

e i n e r   G e s c h w i n d i g k e i t   von  5 ,3   p M o l / h ,   g e m e s s e n   a l s  

M i t t e l w e r t   ü b e r   48  h.  D i e s e   R e a k t i o n   i s t   zu r   NAD- 

R e g e n e r i e r u n g   m i t t e l s   02  in  g e k o p p e l t e n   E n z y m s y s t e m e n  

v e r w e n d b a r .  

B e i s p i e l   9 

I m m o b i l i s i e r u n g   von  B ä c k e r h e f e  

2 1 8 , 9   g  P o l y e t h y l e n g l y k o l   m i t   e i n e m   m i t t l e r e n   M o l e k u -  

l a r g e w i c h t   von  1 . 5 5 0   ( C h e m i s c h e   Werke  Hüls )   w u r d e   m i t  

9 ,8   g  A c r y l s ä u r e   u n t e r   Z u s a t z   von  2 ,3   g  p - T o l u o l s u l -  

f o n s ä u r e ,   0 , 2 3   g  D i - t e r t . - b u t y l h y d r o c h i n o n   s o w i e  

0 ,23   g  p - M e t h o x y p h e n o l   in  T o l u o l   v e r e s t e r t .  

1 6 5 , 8   g  des  so  e r h a l t e n e n   E s t e r s   w u r d e n   mi t   1 8 , 2   g 

I s o c y a n a t o e t h y l m e t h a c r y l a t   (Dow  C h e m i c a l s )   u n t e r   Z u -  

s a t z   von  36  mg  D e s m o r a p i d   SO  u m g e s e t z t .  

9 ,0   g  d i e s e s   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   w u r d e n   m i t  

90  mg  I r g a c u r e   651  g e m i s c h t   und  m i t   2 ,7   g  P h o s p h a t -  

p u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t .   D i e s e   so  e r h a l t e n e  

Lösung   w u r d e   zu  e i n e r  M i s c h u n g   aus  2 0 , 0   g  B ä c k e r h e f e  



und  2 0 , 0   g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  g e g e b e n ,   d a -  

r a u s   e i n   500  pm  d i c k e r   F i l m   g e z o g e n   und  d u r c h   B e s t r a h -  

l u n g   m i t t e l s   e i n e r   Q u e c k s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e   p o l y m e r i -  

s i e r t .  

36  cm2  d e r   so  e r h a l t e n e n   F o l i e   w u r d e n   auf   N A D H - O x i d a s e  

A k t i v i t ä t  g e t e s t e t .   Die  z e r k l e i n e r t e   F o l i e   wurde   i n  

200  ml  E r l e n m e y e r k o l b e n   b i s   zu  e i n e m   E n d v o l u m e n   v o n  

50  ml  m i t   0 , 0 5   M  K a l i u m p h o s p h a t - P u f f e r ,   pH  8 , 0 ,   s o w i e  

m i t   360  mg  NADH  (Grad   I ,   Fa .   B o e h r i n g e r ,   Mannhe im)   v e r -  

s e t z t   und  au f   e i n e r   R o t a t i o n s s c h ü t t e l m a s c h i n e   m i t  

200  rpm  g e g e n   e i n e   B l i n d p r o b e   d e r   g l e i c h e n   Z u s a m m e n -  

s e t z u n g   j e d o c h   ohne   i m m o b i l i s i e r t e   B ä c k e r h e f e   b e i   3 0 ° C  

i n k u b i e r t .   NADH  w u r d e   m i t   e i n e r   G e s c h w i n d i g k e i t   v o n  

7 , 4  p M o l / h ,   g e m e s s e n   a l s   M i t t e l w e r t   ü b e r   48  h,  o x i -  

d i e r t .  

B e i s p i e l   1 0  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  B ä c k e r h e f e  

5 ,0   g  des   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   aus  B e i s p i e l   8 

w u r d e   m i t   0 ,1   g  P h e n y l g l y o x y l s ä u r e   und  1 ,0   g  P u f f e r -  

l ö s u n g   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  g e m i s c h t .   Zu  d i e s e r   L ö s u n g   w u r d e  

e i n e   M i s c h u n g   aus  1 3 , 7   g  B ä c k e r h e f e   (25  %  F e s t s t o f f g e h a l t )  

und  1 3 , 7   g  P u f f e r l ö s u n g   pH  7  g e g e b e n .   Die  so  e r h a l t e n e  

M i s c h u n g   w u r d e   a n s c h l i e ß e n d   in   200  ml  e i n e r   M i s c h u n g  

aus   P a r a f f i n ö l   und  S i l i c o n ö l   m i t   e i n e r   s p e z .   D i c h t e  

von  0 ,9   g /cm3  u n t e r   R ü h r e n   und  D u r c h l e i t e n   von  S t i c k -  

s t o f f   in   P e r l e n   z e r t e i l t   und  m i t t e l s   e i n e r   Q u e c k -  

s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e   p o l y m e r i s i e r t .  



15  g  d i e s e r   P e r l e n   w u r d e n   in  e i n e m   200  ml  E r l e n m e y e r -  

k o l b e n   mi t   50  ml  0 , 0 1   M  K a l i u m p h o s p h a t ,   pH  8 , 0 ,  

1  mM  NADH  (Grad  I I ,   Fa.   B o e h r i n g e r ,   Mannhe im)   b e i   2 5 ° C  

auf   e i n e r   R u n d s c h ü t t e l m a s c h i n e   b e i   230  rpm  i n k u b i e r t .  

Die  N A D H - O x i d a s e   A k t i v i t ä t   d e r   i m m o b i l i s i e r t e n   H e f e -  

z e l l e n   wurde   ü b e r   d i e   Abnahme  des  N A D H - G e h a l t s   p h o t o -  
m e t r i s c h   g e g e n   e i n e   B l i n d p r o b e   ohne  H e f e z e l l e n   b e -  

s t i m m t .  

15  g  i m m o b i l i s i e r t e s   P r ä p a r a t   b e s a ß   e i n e   A k t i v i t ä t  

von  0 ,24   U  (1  U =  1  µMol  NADH/min.  o x i d i e r t ) .  

D i e s e   R e a k t i o n   i s t   z u r   N A D - R e g e n e r i e r u n g   in   g e -  

k o p p e l t e n   E n z y m s y s t e m e n   a n w e n d b a r .  

B e i s p i e l   11  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  B ä c k e r h e f e  

9 ,0   g  des  p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   aus  B e i s p i e l   9 

w u r d e n   mi t   90  mg  P h e n y l g l y o x y l s ä u r e   g e m i s c h t   u n d  

m i t   2 , 7 0  g   P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t .  

D i e s e   so  e r h a l t e n e   L ö s u n g   wurde   zu  e i n e r   M i s c h u n g   a u s  

2 0 , 0   g  B ä c k e r h e f e   und  2 0 , 0   g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 , 0 1   M, 

pH  7)  g e g e b e n   und  d a r a u s   a n a l o g   B e i s p i e l   10  P e r l e n  

h e r g e s t e l l t .  

15  g  f e u c h t e   P e r l e n   w u r d e n   in  e inem  200  ml  E r l e n -  

m e y e r k o l b e n   mi t   50  ml  0 ,01   M  K a l i u m p h o s p h a t   pH  8 , 0 ,  

1  mM  NADH  (Fa.   B o e h r i n g e r ,   Mannheim)   b e i   25°C  a u f  



e i n e r   R u n d s c h ü t t e l m a s c h i n e ,   230  rpm,   i n k u b i e r t .  

A u f g r u n d   d e r   p h o t o m e t r i s c h e n   N A D H - B e s t i m m u n g   b e -  

s a ß e n   15  g  P e r l e n  e i n e  A k t i v i t ä t   von   0 , 1 4   U.  

B e i s p i e l   1 2  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  B ä c k e r h e f e  

10  g  d e s  p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   aus  B e i s p i e l   1 3  

w u r d e n   m i t   4 . 0   g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 . 0 1   M,  pH  7 . 0 )   v e r -  

s e t z t ,   s o d a ß   e i n e   L ö s u n g   e n t s t a n d .   D i e s e   so  e r -  
h a l t e n e   L ö s u n g   wurde   zu  e i n e r   M i s c h u n g   aus  1 7 . 5   g  
B ä c k e r l i e f e  u n d   1 7 . 5   g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 . 0 1   M, 

pB  7 . 0 )  g e g e b e n .   Dann  w u r d e   d a r i n   0 . 2   g  A m m o n i u m -  

p e r s u l f a t   a u f g e l ö s t   und  m i t   0 . 2   g  N , N , N ' , N ' - T e t r a -  

m e t h y l e t h y l e n d i a m i n   v e r s e t z t .   Nach  i n t e n s i v e m  

D u r c h m i s c h e n   p o l y m e r i s i e r t e   d i e   L ö s u n g   n a c h   w e n i g e n  

M i n u t e n   im  B e c h e r g l a s .  

Der  e n t s t a n d e n e   B l o c k   w u r d e   in   k l e i n e   S t ü c k e   ( u n g e -  

f ä h r   5  x   5  x   3  m m ) z e r s c h n i t t e n   und  auf   N A D H - O x i d a s e  

A k t i v i t ä t   g e t e s t e t ,   a n a l o g   B e i s p i e l   9.  D a b e i   w u r d e n  

1 0  g   d e s   f e u c h t e n   P o l y m e r i s a t s   in   den  T e s t   e i n g e s e t z t .  

NADH  w u r d e   m i t   e i n e r   R a t e   von  1 9 . 3   µMol /h   o x i d i e r t .  

Als   K o n t r o l l v e r s u c h   l i e f   e i n   P a r a l l e l a n s a t z   g l e i c h e r  

Z u s a m m e n s e t z u n g  o h n e   i m m o b i l i s i e r t e   B ä c k e r h e f e ,   b e i  

dem  j e d o c h   k e i n e   Abnahme  des   N A D H - G e h a l t s   f e s t g e s t e l l t  

w u r d e .  



B e i s p i e l   1 3  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

1 1 0 , 0   g  des  E s t e r s   aus  B e i s p i e l   9  w u r d e n   m i t  

7 ,4   g  I s o p h o r o n d i i s o c y a n a t   u n t e r   Z u s a t z   von  15  mg 
D e s m o r a p i d   SO  u m g e s e t z t .  

5 ,0   g  d i e s e s   so  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n   A c r y l a t -  
h a r z e s   w u r d e n   mi t   50  mg  I r g a c u r e   651  g e m i s c h t   u n d  

m i t   2 ,0   g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 , 0 1   M,  pH  7)  v e r s e t z t ,  

so  daß  e i n e   Lösung   e n t s t a n d .  

Zur  P r o d u k t i o n   von  S u c r o s e   M u t a s e   w i r d   d e r   S t a m m  

P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m   (CBS  5 7 4 . 7 7 )   v e r w e n d e t .   D i e  

N ä h r l ö s u n g   b e s t e h t   aus  5  %  D i c k s a f t ,   2  %  M a i s -  

q u e l l w a s s e r   und  0 ,05   %  (NH4)2HPO4,   d e r   p H - W e r t  

b e t r ä g t   7 , 2 .   Mit   1  ml  e i n e r   P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

Abschwemmung  w e r d e n   in   e i n e m   1  1   E r l e n m e y e r k o l b e n  

200  ml  N ä h r l ö s u n g   b e i m p f t .   Die  F e r m e n t a t i o n   l ä u f t  

15  h  b e i   31°C  auf  d e r   R u n d s c h ü t t e l m a s c h i n e .  

Mi t   d i e s e r   V o r k u l t u r   w e r d e n   in   e i n e m   30  L i t e r   F e r -  

m e n t e r   20  L i t e r   o b i g e r   N ä h r l ö s u n g   a n g e i m p f t   u n d  

16  h  b e i   31°C  f e r m e n t i e r t .   Die  F e r m e n t a t i o n s l ö s u n g  

w u r d e   d u r c h   M i k r o f i l t r a t i o n   um  den  F a k t o r   1 0  

k o n z e n t r i e r t .  

1 7 , 5   g  d i e s e r   k o n z e n t r i e r t e n   F e r m e n t e r l ö s u n g   w u r d e  

m i t   d e r   o b i g e n   A c r y l a t h a r z l ö s u n g   v e r m i s c h t   und  a u f  

e i n   P o l y a m i d g e w e b e   (Monodur   PA  250  N,  V e r s e i d a g -  



I n d u s t r i e t e x t i l i e n   GmbH)  v e r s t r i c h e n .   Nach  B e -  

s t r a h l u n g   f ü r   15  M i n u t e n   m i t t e l s   e i n e r   Q u e c k -  

s i l b e r h o c h d r u c k l a m p e   e n t s t a n d   e i n   p o l y a m i d v e r -  

s t ä r k t e r   F i l m .  

Zum  T e s t   d e r   i m m o b i l i s i e r t e n   P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

Z e l l e n   w u r d e   d e r e n   S u c r o s e   M u t a s e   A k t i v i t ä t   g e m e s s e n .  
H i e r z u   w u r d e n   36  cm2  F o l i e   in  50  ml  50  %  S u c r o s e - L ö s u n g  

pH  7 , 0 ,   b e i   30°C  au f   e i n e r   R o t a t i o n s s c h ü t t e l m a s c h i n e  

i n k u b i e r t   und  zu  v e r s c h i e d e n e n   Z e i t e n   P r o b e n   g e n o m m e n .  
Die   B e s t i m m u n g   des   U m s a t z e s   von  S u c r o s e   zu  I s o m a l t u l o s e  

e r f o l g t e   p e r   HPLC.  Die  U m s a t z r a t e   b e t r u g   0 , 6 0   g / h  

S u c r o s e ,   was  620  U/g  T r o c k e n z e l l e n   e n t s p r i c h t .   1  p M o l /  

min  u m g e s e t z t e   S u c r o s e   e n t s p r i c h t   1  U .  

B e i s p i e l   1 4  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

Die   A n z u c h t   von  P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m   (CBS  5 7 4 . 7 7 )  

e r f o l g t e   a n a l o g   B e i s p i e l   1 3 .  

20  g  des   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   aus  B e i s p i e l   9 

w u r d e n   m i t   6  g  P h o s p h a t p u f f e r   ( 0 . 0 1   M,  pH  7 .0 )   v e r -  

s e t z t .   D i e s e   so  e r h a l t e n e   L ö s u n g   w u r d e   m i t   180  g  

d u r c h   M i k r o f i l t r a t i o n   e twa   um  den  F a k t o r   10  k o n z e n -  

t r i e r t e n   P r o t a m i n o b a c t e r   Z e l l s u s p e n s i o n   v e r m i s c h t .  

Nach  A u f l ö s e n   von  0 , 4   g  A m m o n i u m p e r o x o d i s u l f a t   i n  

d i e s e r   L ö s u n g   w u r d e n   0 , 4   g  N , N , N ' , N ' - T e t r a m e t h y l -  

e t h y l e n d i a m i n   z u g e s e t z t ,   g u t   d u r c h g e m i s c h t   u n d  



s c h n e l l   in  m e h r e r e  S c h a l e n   g e g o s s e n ,   s o d a ß   d i e  

S c h i c h t d i c k e   des  a u s g e g o s s e n e n   M a t e r i a l s   e twa   3  mm 

b e t r u g .   Nach  w e n i g e n   M i n u t e n   s e t z t e   d i e   P o l y m e r i -  

s a t i o n   e i n ,   d i e   p o l y m e r i s i e r t e n   S c h e i b e n   w u r d e n   i n  

k l e i n e   S t ü c k e   d e r   Größe   5  x  5  x  3  mm  z e r s c h n i t t e n   u n d  

in   e i n e   500  ml  S ä u l e   g e f ü l l t .  

Nach  E i n s t e l l e n   e i n e s   D u r c h f l u s s e s   von  e t w a   90  m l / h  

w u r d e n   b e i   30°C  72  %  d e r   S u c r o s e   e i n e r   50  %  S u c r o s e -  

l ö s u n g   zu  I s o m a l t u l o s e   und  N e b e n p r o d u k t e n   u m g e s e t z t .  
E i n e   E r h ö h u n g   des  D u r c h f l u s s e s   auf   135  m l / h   f ü h r t e   z u  

e i n e r   Abnahme  des  S u c r o s e u m s a t z e s   au f   5 2 . 7   %. 

B e i s p i e l   1 5  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

Zur  P r o d u k t i o n   von  S u c r o s e   M u t a s e   w i r d   d e r   Stamm  P r o t a -  

m i n o b a c t e r   r u b r u m   (CBS  5 7 4 . 7 7 )   v e r w e n d e t ,   d i e   A n z u c h t  

e r f o l g t e   a n a l o g   B e i s p i e l   1 3 .  

10  g  des  in   B e i s p i e l   9  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n  

A c r y l a t h a r z e s   w u r d e n   m i t   3,0  g  P h o s p h a t p u f f e r   (0 ,01   M, 

pH  7)  und  500  mg  I r g a c u r e   ( C i b a - G e i g y )   g e m i s c h t .   Zu 

d i e s e r   L ö s u n g   w u r d e n   70  g  e i n e r   d u r c h   M i k r o f i l t r a -  

t i o n   k o n z e n t r i e r t e n   F e r m e n t e r b r ü h e ,   d i e   P r o t a m i n o -  

b a c t e r   r u b r u m   Z e l l e n   e n t h ä l t ,   g e g e b e n   und  d i e s e   M i -  

s c h u n g   in  460  g  e i n e s   S i l i c o n ö l e s   m i t   e i n e r   s p e z .  
D i c h t e   von  0 ,95   g/cm3  g e t r o p f t .   D u r c h   i n t e n s i v e s  

R ü h r e n   und  d u r c h   S t i c k s t o f f e i n l e i t u n g   w u r d e   e i n e  



Z e r t e i l u n g   d e r   o b i g e n   z e l l e n t h a l t e n d e n   M i s c h u n g   i n  

P e r l e n   e r r e i c h t ,   d i e   m i t t e l s   2  Q u e c k s i l b e r h o c h -  

d r u c k l a m p e n   und  1 / 2 - s t ü n d i g e r   B e s t r a h l u n g   p o l y -  

m e r i s i e r t   w u r d e n .  

6 , 0   g  d e r   so  e r h a l t e n e n   P e r l e n   w u r d e n   in   e i n e m   200  m l  

E r l e n m y e r k o l b e n   m i t   50  ml  50  %  S u c r o s e - L ö s u n g ,   pH  7 , 0 ,  

au f   d e r   R u n d s c h ü t t e l m a s c h i n e   b e i   230  rpm  i n k u b i e r t .  

Die   A n a l y s e   d e r   R e a k t i o n s l ö s u n g   e r f o l g t e   p e r   HPLC.  

Die   i m m o b i l i s i e r t e n   P r o t a m i n o b a c t e r   Z e l l e n   s e t z t e n  

0 , 3 2   g / h   S u c r o s e   um.  

B e i s p i e l   1 6  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

Die  A n z u c h t   von   P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m   (CBS  5 7 4 . 7 7 )  

e r f o l g t e   a n a l o g   B e i s p i e l   1 3 .  

110  g  des   E s t e r s   aus  B e i s p i e l   9  w u r d e n   m i t   7 ,4   g  

I s o p h o r o n d i i s o c y a n a t   u n t e r   Z u s a t z   von  15  mg  D e s -  

m o r a p i d   SO  u m g e s e t z t .  

10  g  des   so  e r h a l t e n e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n   A c r y l a t h a r -  

ze s   w u r d e n   m i t   4  g  P h o s p h a t p u f f e r   0 , 0 1   M,  pH  7 ,0   u n d  

500  mg  1 , 2 - D i p h e n y l - 2 - h y d r o x y - 3 [ N - ( N - m e t h y l )  p y r r o l i d i -  

n i u m ] - p r o p a n - 1 - o n - m e t h y l s u l f a t   und  35  g  k o n z e n -  

t r i e r t e r   F e r m e n t e r b r ü h e   g e m i s c h t   und  zu  300  g  e i n e s  

S i l i c o n ö l - P a r a f f i n ö l - G e m i s c h e s   m i t   e i n e r   s p e z .   D i c h t e  

von  0 ,9   g /cm3  g e g e b e n   und  a n a l o g   B e i s p i e l   15  P e r l e n  

h e r g e s t e l l t .  



6,0   g  d e r   so  e r h a l t e n e n   P e r l e n   w u r d e n   a n a l o g   B e i -  

s p i e l   15  mi t   50 %  S u c r o s e l ö s u n g   g e t e s t e t .   Die  i m m o -  

b i l i s i e r t e n   P r o t a m i n o b a c t e r   Z e l l e n   s e t z t e n   0 , 6 9   g / h  

S u c r o s e   um.  

B e i s p i e l   1 7  

I m m o b i l i s i e r u n g   von  P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m  

Die  A n z u c h t v o n   P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m   (CBS  5 7 4 . 7 7 )   e r -  

f o l g t e   a n a l o g   B e i s p i e l   1 3 .  

10  g  des   p o l y m e r i s i e r b a r e n   H a r z e s   aus  B e i s p i e l   16  w u r d e n  

m i t   4  g  P h o s p h a t p u f f e r ,   ( 0 . 0 1   M,  pH  7 . 0 ) ,   und  35  g  
k o n z e n t r i e r t e r   F e r m e n t e r b r ü h e   g e m i s c h t   und  d a r i n   0 , 3   g 

A m m o n i u m p e r o x o d i s u l f a t   g e l ö s t .   D i e s e   M i s c h u n g   w u r d e  

in  2000  g  e i n e s   S i l i c o n ö l s   d e r   D i c h t e   0 , 9 7   g / c m 3 ,   i n  

dem  0 . 3   g  N , N , N ' , N ' - T e t r a m e t h y l e t h y l e n d i a m i n   g e l ö s t  

w a r e n ,   u n t e r   s t a r k e m   R ü h r e n   e i n g e t r o p f t ,   so  daß  d i e  

w ä ß r i g e   M i s c h u n g   zu  P e r l e n   z e r t e i l t   w u r d e   und  i n n e r -  

h a l b   k u r z e r   Z e i t   p o l y m e r i s i e r t e .  

Die  g e s a m t e   P e r l m a s s e   wurde   in   e i n e   25  cm  l a n g e   S ä u l e  

des   D u r c h m e s s e r s   2  cm  g e p a c k t ,   das  a n h a f t e n d e   S i l i c o n ö l  

d u r c h   50  %  S u c r o s e l ö s u n g   v e r d r ä n g t   und  d i e   S ä u l e   b e i  

45°C  k o n t i n u i e r l i c h   b e t r i e b e n .  

Bei   e i n e m   D u r c h f l u ß   von  28  m l / h   w u r d e n   54 .5   %  d e r   50  % 

S u c r o s e l ö s u n g   zu  I s o m a l t u l o s e   und  N e b e n p r o d u k t e n   u m g e -  
s e t z t .  



1.  V e r f a h r e n   z u r   I m m o b i l i s i e r u n g   von  b i o l o g i s c h e m  

M a t e r i a l   d u r c h   E i n s c h l u ß   in  p o l y m e r i s i e r t e   V e r -  

b i n d u n g e n ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß   w ä ß r i g e  

L ö s u n g e n   o d e r   D i s p e r s i o n e n   des  b i o l o g i s c h e n   Ma-  

t e r i a l s   m i t   e i n e r   w ä ß r i g e n   L ö s u n g   von  g u t   w a s s e r -  

l ö s l i c h e n ,   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n  

V e r b i n d u n g e n ,   d i e   zwe i   o d e r   mehr   p o l y m e r i s i e r b a r e  

f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n   p ro   M o l e k ü l   und  e i n   M o l e k u -  

l a r g e w i c h t   ü b e r   400  b e s i t z e n ,   g e m i s c h t   w e r d e n  

und  d i e   M i s c h u n g   p o l y m e r i s i e r t   w i r d .  

2.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß   e i n e   w ä ß r i g e   P h a s e ,   d i e   s o w o h l   das   b i o l o -  

g i s c h e   M a t e r i a l   a l s   auch   h ö h e r m o l e k u l a r e ,   p o l y -  
m e r i s i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n   e n t h ä l t ,   in   e i n e r  

z w e i t e n ,   n i c h t w ä ß r i g e n   I n e r t p h a s e   zu  P e r l e n   d i s -  

p e r g i e r t   und  d i e s e   p e r l f ö r m i g e   W a s s e r p h a s e   p o l y -  

m e r i s i e r t   w i r d .  

3.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  und  2,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß   e i n e   w ä ß r i g e   L ö s u n g   o d e r   D i s p e r s i o n  

e i n e s   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i a l s   m i t   e i n e r   w ä ß r i g e n  

L ö s u n g   von  g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n ,   h ö h e r m o l e k u l a r e n ,  

p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n ,   d i e   zwe i   o d e r   m e h r  

p o l y m e r i s i e r b a r e   f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n   p r o   M o l e k ü l  

und  e i n   M o l e k u l a r g e w i c h t   von  ü b e r   400  b e s i t z e n ,   g e -  
m i s c h t   w i r d   und  d i e s e   M i s c h u n g   in  e i n e m   f l ü s s i g e n  

i n e r t e n   Medium  zu  P e r l e n   z e r t e i l t   und  p o l y m e r i s i e r t  

w i r d .  



4.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1  b i s   3 , d a d u r c h   g e -  

k e n n z e i c h n e t ,   daß  a l s   I n e r t p h a s e   i n s b e s o n d e r e   m i t  

W a s s e r   n i c h t   m i s c h b a r e   S t o f f e   wie  a l i p h a t i s c h e ,  

c y c l o a l i p h a t i s c h e   und  a r o m a t i s c h e   K o h l e n w a s s e r s t o f f e  

s o w i e   D e r i v a t e   d e r s e l b e n ,   S i l i c o n ö l e ,   P a r a f f i n ö l e  

bzw.  a u c h   G e m i s c h e   d e r s e l b e n   u n t e r e i n a n d e r ,   v e r  
w e n d e t   w e r d e n .  

5.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   4 , d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß   P e r l e n   d e r   m i t t l e r e n   D u r c h m e s s e r  

0 , 0 5   mm  b i s   5  mm,  b e v o r z u g t   0,2  mm  b i s   2  mm,  b e -  

s o n d e r s   b e v o r z u g t   0,5  mm  b i s   1 ,5   mm  demgemäß  h e r -  

g e s t e l l t   w e r d e n .  

6.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   5,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  das  G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   W a s s e r p h a s e  

zu  I n e r t p h a s e   z w i s c h e n   1 :1   und  1 : 2 0   l i e g t .  

7.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1  b i s   6,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  d i e   Z e r t e i l u n g   de r   w ä ß r i g e n   P h a s e   z u  

P e r l e n   d u r c h   R ü h r e n   u n d / o d e r   d u r c h   D u r c h l e i t e n   v o n  

I n e r t g a s   o d e r   d u r c h   E i n s p r ü h e n   de r   w ä ß r i g e n   P h a s e  

in  d i e   I n e r t p h a s e   e r f o l g t .  

8.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1  b i s   7,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  e i n   r a d i k a l i s c h e r   P o l y m e r i s a t i o n s -  

i n i t i a t o r   u n d / o d e r   e i n   r a d i k a l i s c h e s   P o l y m e r i -  

s a t i o n s i n i t i a t o r s y s t e m   u n d / o d e r   e i n   B e s c h l e u n i g e r  

z u g e s e t z t   w i r d .  



9.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   8,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß   e i n   w a s s e r l ö s l i c h e r   r a d i k a l i s c h e r  

P o l y m e r i s a t i o n s i n i t i a t o r ,   i n s b e s o n d e r e   A m m o n i u m -  

p e r o x o d i s u l f a t   und  e i n   w a s s e r l ö s l i c h e r   B e s c h l e u n i -  

g e r   wie   N , N , N ' , N ' - T e t r a m e t h y l e t h y l e n d i a m i n   z u g e -  
s e t z t   w i r d .  

10.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   9,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß   e i n   P h o t o i n i t i a t o r   z u g e s e t z t   w i r d   u n d  

d i e   P o l y m e r i s a t i o n   d u r c h   B e s t r a h l u n g   e r f o l g t .  

11.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   10,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  d i e   P o l y m e r i s a t i o n   d u r c h   B e s t r a h l u n g  
m i t   a k t i n i s c h e m   L i c h t   u n t e r   Z u s a t z   von  in  d e r   I n e r t -  

p h a s e   s c h l e c h t l ö s l i c h e   o d e r   u n l ö s l i c h e n   P h o t o s e n -  

s i b i l i s a t o r e n   e r f o l g t .  

12.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   1 1 , d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß   das   G e w i s c h t s v e r h ä l t n i s   de r   w ä ß r i g e n  

L ö s u n g   o d e r   d e r   D i s p e r s i o n   des   b i o l o g i s c h e n   M a t e r i -  

a l s   zu  d e r   g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n   p o l y m e r i s i e r b a r e n  

h ö h e r m o l e k u l a r e n   V e r b i n d u n g   bzw.  d e r e n   w ä ß r i g e n   L ö -  

s u n g e n   z w i s c h e n   1 :1   b i s   3 0 : 1 ,   i n s b e s o n d e r e   z w i s c h e n  

4:1   b i s   2 0 : 1   l i e g t .  

13.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1  b i s   12,  d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  d i e   g u t   w a s s e r l ö s l i c h e n ,   h ö h e r m o l e -  

k u l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n   aus  P o l y -  

e t h e r p o l y o l e n ,   d e r e n   H y d r o x y l g r u p p e n   t e i l w e i s e   m i t  

u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r e s t e r t   und  zum  a n d e -  

r en   T e i l   m i t   i s o c y a n a t g r u p p e n h a l t i g e n   D e r i v a t e n  

u n g e s ä t t i g t e r   C a r b o n s ä u r e n   u m g e s e t z t   s i n d ,   h e r g e -  

s t e l l t   s i n d .  



14.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   13,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

d a ß  

a)  d i e   P o l y e t h e r p o l y o l e   P o l y e t h y l e n g l y k o l e   m i t  

e i n e m   MW  von  400  und  g r ö ß e r   s i n d ,  

b)  d i e   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   A c r y l s ä u r e   u n d /  

o d e r   M e t h a c r y l s ä u r e   s i n d ,  

c)  d i e   d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e   I s o -  

p h o r o n d i i s o c y a n a t ,   T o l u y l e n d i i s o c y a n a t ,   H e x a -  

m e t h y l e n d i i s o c y a n a t ,   b i u r e t g r u p p e n h a l t i g e   P o l y -  

i s o c y a n a t e   u n d / o d e r   P o l y i s o c y a n a t e ,   d i e   aus  d e r  

U m s e t z u n g   von  D i i s o c y a n a t e n   mi t   m e h r w e r t i g e n   A l -  

k o h o l e n   e n t s t e h e n ,   s i n d .  

15.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r ü c h e   1 - 1 2 ,   d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   daß  d i e   gu t   w a s s e r l ö s l i c h e ,   h ö h e r -  

m o l e k u l a r e n ,   p o l y m e r i s i e r b a r e n   V e r b i n d u n g e n   a u s  

P o l y e t h e r p o l y o l e n ,   d e r e n   H y d r o x y l g r u p p e n   t e i l -  

w e i s e   m i t   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   v e r e s t e r t  

und  zum  a n d e r e n   T e i l   m i t   d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n  

I s o c y a n a t e n   u m g e s e t z t   s i n d ,   h e r g e s t e l l t   s i n d .  

16.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1 5 , d a d u r c h   g e k e n n z e i c h -  

n e t ,   d a ß  

a)  d i e   P o l y e t h e r p o l y o l e   P o l y e t h y l e n g l y k o l e   m i t  

e i n e m   MW  von  400  und  g r ö ß e r   s i n d ,  

b)  d i e   u n g e s ä t t i g t e n   C a r b o n s ä u r e n   A c r y l s ä u r e  

u n d / o d e r   M e t h a c r y l s ä u r e   s i n d ,  

c)  d i e   d i -   o d e r   m e h r f u n k t i o n e l l e n   I s o c y a n a t e   I s o -  

p h o r o n d i i s o c y a n a t ,   T o l u y l e n d i i s o c y a n a t ,  

H e x a m e t h y l e n d i i s o c y a n a t ,   b i u r e t g r u p p e n h a l -  

t i g e   P o l y i s o c y a n a t e   u n d / o d e r   P o l y i s o c y a n a t e ,  

d i e   aus  de r   U m s e t z u n g   von  D i i s o c y a n a t e n   m i t  

m e h r w e r t i g e n   A l k o h o l e n   e n t s t e h e n ,   s i n d .  



17.  V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß   zu r   I m m o b i l i s i e r u n g  

d i r e k t   F e r m e n t a t i o n s b r ü h e n ,   g e g e b e n e n f a l l s   n a c h  

v o r h e r g e h e n d e r   K o n z e n t r i e r u n g ,   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

18.   V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß   Z e l l e n   o d e r   Enzyme  i n  

G e g e n w a r t   von  D e s i n f e k t i o n s m i t t e l n ,   B a k t e r i z i d e n  

o d e r   F u n g i z i d e n   i m m o b i l i s i e r t   w e r d e n ,   s o m i t   c h e -  

m i s c h   s t e r i l i s i e r t   in   den  B i o r e a k t o r   ü b e r f ü h r t  

w e r d e n  u n d   d i e   S t e r i l i s a t i o n s m i t t e l   vor   A n l a u f   d e r  

R e a k t i o n   aus   dem  g e s c h l o s s e n e n ,   s t e r i l e n   R e a k t o r -  

s y s t e m   a u s g e w a s c h e n   w e r d e n .  

19.  I m m o b i l i s i e r t e s   b i o l o g i s c h e s   M a t e r i a l   e r h ä l t l i c h  

n a c h   e i n e m   d e r   v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e .  

20.  I m m o b i l i s i e r t e   P r o t a m i n o b a c t e r   r u b r u m   Z e l l e n  

e r h ä l t l i c h   n a c h   e i n e m   d e r   v o r h e r g e h e n d e n   A n -  

s p r ü c h e .  

21.  V e r w e n d u n g   des   i m m o b i l i s i e r t e n   b i o l o g i s c h e n  

M a t e r i a l s   n a c h   e i n e m   d e r   v o r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e  

zu  B i o t r a n s f o r m a t i o n e n .  
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